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1 UVOD 
Okužbe s humanim virusom citomegalije (CMV) se pojavijo pri 50 % do 90 % populacije 
(Sinclair in Sissons, 2006). Pri imunokompetentnih posameznikih primarne okužbe 
navadno potečejo brez simptomov, vendar virus po okužbi ostane v telesu gostitelja v 
latentni obliki. Okužbe ali reaktivacije virusa pri imunsko oslabelih gostiteljih ali 
gostiteljih z nedozorelim imunskim sistemom, kot so bolniki s sindromom pridobljene 
imunske pomanjkljivosti (AIDS), prejemniki presajenih organov ali novorojenčki, pa 
pogosto vodijo v bolezen z resnimi simptomi ali celo smrt (Beltran in Cristea, 2014). Za 
zdravljenje bolnikov s simptomatsko okužbo s CMV kot tudi preprečevanje okužbe pri 
rizičnih skupinah se uporabljajo protivirusna zdravila. Ganciklovir (angl. ganciclovir, 
GCV) in njegova peroralna oblika valganciklovir sta najpogosteje uporabljeni takšni 
zdravili. V širši uporabi sta sicer še cidofovir in foskarnet. Tarča zgoraj naštetih 
protivirusnih zdravil je virusna DNA-polimeraza, ki jo zapisuje gen UL54. Da GCV 
postane aktiven, ga mora fosforilirati virusna kinaza, ki je kodirana na genu UL97 (Littler 
in sod., 1992; Sullivan in sod., 1992, Gohring in sod., 2015). Zaradi mutacij, ki nastanejo 
na omenjenih genih, lahko pride do pojava odpornosti proti protivirusnim zdravilom. 
Najpogosteje pride do mutacije v genu UL97, kjer so najpogostejše mutacije: A594V, 
L595S, M460V in H520Q (Gohring in sod., 2015). Razlog za razvoj odpornih sevov je 
običajno dolgotrajna izpostavljenost protivirusnemu zdravilu, ki nepopolno zatre virus. 
Posledično, kljub terapiji, virusno breme narašča. Sum na prisotnost sevov, odpornih proti 
protivirusnim zdravilom, se pojavi, če se kljub terapiji virusno breme ne zmanjša ali se 
celo poveča (Lurain in Chou, 2010). Obstaja mnogo metod za zaznavanje okužbe z CMV, 
vendar težave še vedno povzroča njegovo prepočasno in premalo natančno zaznavanje. 
Natančno zaznavanje virusnega bremena je nujno za napovedovanje bolezni oz. za 
odločanje o zdravljenju (Pavšič in sod., 2015, Razonable in sod., 2013).  
V diagnostičnih laboratorijih se za zaznavanje CMV zelo pogosto uporablja verižna 
reakcija s polimerazo v realnem času (angl. real-time PCR, qPCR), pri kateri se testiran 
vzorec primerja s kalibracijsko krivuljo (vrednosti Cq). V različnih laboratorijih 
uporabljajo različne metode za ekstrakcijo DNA in zaznavajo različne tarče. Prav tako v 
analitskih reakcijah uporabljajo različne sestavine, kar ima pomemben vpliv na 
primerljivost rezultatov med laboratoriji. Mnogi avtorji pišejo o izzivih pri testiranju 
virusnega bremena zaradi pomanjkanja standardizacije ter premajhne natančnosti qPCR 
(Hayden in sod., 2012, Pavšič in sod., 2015). 
Poleg natančnega zaznavanja virusnega bremena je nujno tudi zaznavanje pojava mutacij 
in njihova natančna kvantifikacija. V ta namen v diagnostiki uporabljajo PCR ki mu sledi 
sekvenciranje ali metoda zaznavanja polimorfizma dolžin restrikcijskih fragmentov 
(Volfova in sod., 2014).  
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V zadnjem času se uveljavlja metoda digitalne PCR (dPCR), med drugim tudi za detekcijo 
in absolutno kvantifikacijo redkih mutacij (Whale in sod., 2016). Kapljična dPCR deluje 
po principu razporeditve reakcijske mešanice PCR v veliko število razdelkov, ki služijo kot 
mikroreaktorji, kjer pomnoževanje poteka v vsakem razdelku posebej. Koncentracijo tarče 
v vzorcu izračunamo s pomočjo Poissonove statistike, pri čemer mora biti znano število 
vseh razdelkov, število pozitivnih razdelkov ter volumen posameznega razdelka. Ker 
dPCR omogoča bolj natančno kvantifikacijo ter je bolj odporen proti inhibitorjem kot 
običajna qPCR ter za kvantifikacijo ne potrebuje umeritvene krivulje, ima velik potencial, 
da pri nekaterih aplikacijah nadomesti qPCR (Pinheiro in sod., 2012, Deprez in sod., 
2016). 
Magistrsko delo je potekalo v okviru mednarodnega projekta Nove metode in materiali za 
odkrivanje, sledljivost in spremljanje protimikrobne odpornosti (angl. Novel methods and 
materials for the detection, traceable monitoring and evaluation of antimicrobial resistance, 
AntiMicroResist). Projekt poteka v okviru Evropskega meroslovnega programa za 
inovacije in raziskave (EMPIR). Cilj projekta je razvoj meroslovne podpore (metod in 
materialov ter konceptov njihovega vrednotenja) za izboljšanje detekcije in nadzora nad 
odpornimi povzročitelji bolezni. 
Ker se je dPCR izkazala za primeren pristop za zaznavanje polimorfizmov posameznih 
nukleotidov (SNP), smo v okviru magistrske naloge razvili in ovrednotili metodo za 
določanje enega od znanih SNP-jev, ki povzročajo odpornost CMV proti zdravilu 
ganciklovir. Razvili in primerjali smo metodi, ki sta temeljili na qPCR in dPCR. 
Učinkovitost metod smo primerjali z že ovrednoteno metodo za kvantifikacijo CMV. 
Glede na rezultate primerjave smo izbrali najbolj primerno metodo in jo ovrednotili.  
1.1 CILJA MAGISTRSKE NALOGE 
 Cilj magistrske naloge je bila primerjava primernosti qPCR in dPCR za zaznavanje 
znanih mutacij. 
 Cilj magistrske naloge je bil razviti in ovrednotiti metodo za določanje in 
kvantifikacijo ene od pogostih mutacij (L595S), ki povzročajo odpornost CMV 
proti protivirusnemu zdravilu ganciklovir. 
1.2 HIPOTEZE MAGISTRSKE NALOGE 
 Z metodami, kot sta qPCR in dPCR, je mogoče hitreje in natančneje določiti 
poznane polimorfizme posameznih nukleotidov, kot z metodami, ki so trenutno v 
uporabi za testiranje odpornosti proti protivirusnemu zdravilu ganciklovir.  
 Z dPCR lahko o posamezni metodi pridobimo več informacij kot s qPCR in metodo 
na tak način lažje in bolje ovrednotimo. 
 dPCR je bolj primerna za natančno določanje znanih mutacij. 
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2 PREGLED LITERATURE 
2.1 HUMANI VIRUS CITOMEGALIJE 
Humani virus citomegalije ali humani herpes virus 5 (angl. human Cytomegalovirus, CMV ali 
Human herpesvirus 5, HHV-5) spada v družino herpesvirusov (Herpesviridae), ki jo 
sestavljajo tri poddružine, alfaherpesvirusi (Alphaherpesvirinae), betaherpesvirusi 
(Betaherpesvirinae) ter gamaherpesvirusi (Gammaherpesvirinae). CMV je betaherpesvirus 
(Zedtwitz-Liebenstein in sod., 2016). Virusi v družini herpesvirusov so srednje veliki virusi, 
sestavlja jih ikozaedrična nukleokapsida, v kateri se nahaja genom virusa. Nukleokapsido 
ovija lipidna ovojnica iz različnih vrst virusnih glikoproteinov, ki so pomembni za pritrditev 
virusa ter njegov vstop v gostiteljsko celico. Med nukleokapsido in ovojnico se nahaja 
tegument. Za družino herpesvirusov je značilno, da po okužbi ostanejo v telesu okuženega vse 
življenje (Davison in sod., 2007). 
CMV so neodvisno osamiliv treh raziskovalnih skupinah leta 1956 (Wallace in sod., 1956; 
Smith, 1956; Weller in sod., 1957). Ime je dobil zaradi značilnega povečanja celic (angl. 
cytomegaly) okuženih s CMV (Blut, 2010). 
 
2.1.1 Genom humanega virusa citomegalije 
Genom CMV (236 kbp) sestavlja linearna, dvoverižna DNA (angl. double straned DNA, 
dsDNA). Vsebuje dve regiji edinstvenih zaporedij, edinstvena dolga zaporedja (angl. unique 
long, UL) ter edinstvena kratka zaporedja (angl. unique short, US), ki jih obdajajo obratno 
ponovljena palindromska zaporedja različnih dolžin (angl. inverted repeats). Ima več kot 250 
odprtih bralnih okvirjev (angl. open reading frames, ORF) (Cunningham, 2010). 
2.1.2 Perzistenca virusa  
Okužba gostitelja z virusom CMV je trajna. Večinoma je virus prisoten v latentni, neaktivni 
obliki. Stanje latence virusu omogoča, da se ob primernih pogojih ponovno aktivira, do takrat 
se njegov genom zgolj vzdržuje, njegovi geni se ne izražajo, virus pa se ne razmnožuje. 
Medtem ko CMV lahko okuži različne vrste celic, se v neaktivni obliki nahaja samo v 
hematopoetičnih celicah (Goodrum in sod., 2012). Za reaktivacijo virusa je ključno izražanje 
dveh genov, ki spadata v razred takojšnjih zgodnjih genov (angl. immediate early genes ) 
(Mendelson in sod. 1996). Do reaktivacije virusa ter njegovega podvajanja pride le v 
specifičnih pogojih (npr. zmanjšanje T-celičnega imunskega odziva). 
Litični cikel podvojevanja CMV lahko poteka v celicah epitela, endotelja, gladkih mišic, 
fibroblastih, stromalnih celicah ter nevronskih celicah. Posledično lahko okužbo s CMV 
zaznamo v mnogih organih (Reeves in Sinclair, 2008). Da lahko virus vstopi v celico in pride 
do podvajanja virusa, preko urejenega programa izražanja zaporednih genov, mora biti ta za 
okužbo dovzetna (Seckert in sod., 2012). 
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Ob vstopu virusa v jedro celice se prvi izrazijo takojšnji-zgodnji geni (angl. early genes). 
Večinoma so to regulatorji transkripcije, katerih ekspresija je nujna za nadaljnje izražanje 
zgodnjih genov, ki so vključeni v podvojevanje DNA. Zadnji se izrazijo pozni geni (angl. late 
genes), ki kodirajo informacije za kapsido in sestavljanje virusov. Nekateri geni se lahko 
izražajo v več kot le enem časovnem okvirju. Tako se na primer gen UL97, ki kodira virusno 
kinazo, izraža tako v času izražanja zgodnjih kot poznih genov. Kinazo tako zaznamo že v 
zgodnji fazi infekcije, vendar se njena ekspresija zmanjša, če pride do inhibicije podvojevanja 
DNA (Michel, 1996). 
 
Slika 1: Življenjski cikel CMV v človeški celici (Jean Beltran in Cristea, 2014). 
2.1.3 Okužbe s CMV in posledice 
Okužbe s CMV so pogoste, pojavijo se pri 50 do 90 odstotkih populacije (Sinclair in Sissons, 
2006). Virus se lahko prenaša preko sline, spolnih tekočin, dojenja, transfuzije krvi, 
transplantacije organov ter transplantacije krvotvornih matičnih celic (Gandhi in Khanna, 
2004). Pri imunokompetentnih posameznikih primarne okužbe potečejo brez opaženih 
simptomov ali v obliki mononukleoznega sindroma t.j. povišana temperatura, slabo počutje, 
utrujenost ter povečane bezgavke. Resne težave povzroča gostiteljem z oslabljenim imunskim 
sistemom, kot so prejemniki transplantantov ali bolnikih z AIDSom, pri katerih lahko vodi v 
pljučnico, encefalitis, retinitis, hepatitis, gastroenteritis, kolitis. CMV pri prejemnikih 
transplantiranih organov pogosto povzroči obolevanje ali celo smrt. CMV lahko vpliva na 
zavrnitev organa in poveča tveganje za različne oportunistične okužbe. Prav tako so nevarne 
okužbe novorojenčkov, pri katerih lahko, zaradi prirojene okužbe, pride do senzorinevralne 
gluhosti in umske manjrazvitosti ( Rednak-Paradiž in sod., 2006; Jean Beltran in Cristea, 
2014; Pavšič in sod., 2015; Azevedo in sod., 2015). 
2.1.4 Diagnostika  
Za zaznavanje CMV se v diagnostiki uporabljajo različne metode. S serološkimi metodami 
ugotavljajo ali je pacient že prebilel infekcijo s CMV ali ne. Teste izvedejo pred postopkom 
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transplantacije, za določitev serostatusa donorja in prejemnika transplantanta. Ker je 
serostatus donorja oz. prejemnika ključen za napoved tveganja in možno ukrepanje, je 
potrebno, da so testi občutljivi ter specifični (Kotton in sod., 2013; Azvedo in sod., 2015). V 
okviru testov se preverja prisotnost oziroma odsotnost protiteles proti CMV, najpogosteje 
protiteles IgG (Ross in sod., 2011).  
V primeru tradicionalne metode gojenja virusa na celičnih kulturah klinične vzorce 
inokulirajo na plast človeških fibroblastov in jih inkubirajo od 2 do 21 dni. Okužba s CMV 
povzroči značilne strukturne spremembe celic t.j. citopatski učinek – velike ploščate celice. 
Citopatski učinek je odvisen od titra virusa (Ross in sod., 2011; Gleaves in sod., 1984). 
Metoda določanja antigena pp65 omogoča kvalitativne in kvantitativne rezultate, ki korelirajo 
s prisotnostjo virusa v krvi (viremijo) in stopnjo napredovanja bolezni (Ross in sod., 2011). 
Fosfoprotein z molekulsko maso 65 ali pp65 je strukturni protein matriksa, ki se v zgodnji 
fazi podvojevanja CMV izraža v levkocitih periferne krvi (Ho in sod., 1998). Določa se ga s 
pomočjo monoklonskih protiteles (Ross in sod., 2011). 
Imunohistokemijska metoda je zelo občutljiva vendar tkivno-invazivna metoda, ki je 
priporočena v primerih kadar se pacienti ne odzivajo na zdravljenje, oziroma so kljub sumu na 
okužbo s CMV krvni testi negativni (Razonable in Humar, 2013). Pri tej metodi je potreben 
odvzem tkiva (biopsija), in priprava preparata, kjer z označenimi monoklonskimi ali 
poliklonskimi protitelesi označimo iskane proteine, ki jih nato zaznamo s svetlobnim ali 
fluorescenčnim mikoskopom (Ross in sod., 2011). Primerjava imunohistokemijske metode in 
qPCR pri pacientih z vnetjem črevesa je pokazala, da je verjetno bolj pomembno, koliko 
vzorcev je odvzetih pri biopsiji in koliko nivojev je testiranih, kot pa s katero metodo so 
analizirani (Zidar in sod., 2015). 
CMV lahko zaznamo tudi na ravni tako RNA kot DNA. S pomočjo reverzne transkripcije 
virusne mRNA ter uporabe PCR detektiramo virusno mRNA v levkocitih, kar kaže na aktivno 
pomnoževanje CMV (Randhawa in sod., 1994; Ross in sod., 2011). Pogosteje pa zaznavamo 
virusno DNA in sicer s PCR. Ta temelji na pomnoževanju tarčnih nukleinskih kislin, 
natančneje takojšnjih-zgodnjih genov ter poznih genov v njihovih ohranjenih regijah, ki se 
skozi evolucijo virusa niso bistveno spremenile (Ross in sod., 2011). Z metodo se izmeri 
količino virusne DNA v vzorcu. Rezultati so običajno podani v obliki kopij virusne 
DNA/mikroliter krvi ali plazme. Če se za umeritveno krivuljo uporablja material, ki ima 
količino CMV določeno v mednarodnih enotah (IU), se rezultat izraža kot IU/mL krvi ali 
plazme. Merjenje virusnega bremena (angl. viral load) s kvantitativno PCR v realnem času 
(angl. real-time PCR, qPCR), se v diagnostiki uporablja za hitro detekcijo okužbe, 
spremljanje klinične bolezni in opazovanje odzivov na zdravljenje (Li in sod., 2003). 
2.1.5 Preprečevanje in zdravljenje okužbe 
Za zdravljenje bolnikov s CMV, kot tudi preprečevanje okužbe oziroma reaktivacije virusa pri 
rizičnih skupinah, uporabljamo protivirusna zdravila. Okužba s CMV se lahko preprečuje z 
zaščitnim zdravljenjem (profilaksa) ali s predbolezenskim zdravljenjem (ang. preemptive 
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therapy) rizičnih skupin (Azevedo in sod., 2015). Profilaksa pomeni zdravljenje vseh 
pacientov s protivirusnim zdravilom, za določeno obdobje po transplantaciji organa, kjer 
pacienti prejemajo zdravila četudi virus in bolezen nista opažena. Paciente se zdravi, da se 
prepreči okužbo s CMV (Tomažič, 2011; Razonable in Humar, 2013). Zaradi velike 
izpostavljenosti bolnika zdravilu v tem primeru obstaja večja nevarnost za razvoj odpornih 
virusov (Limaye in sod., 2000).  
Cilj predbolezenskega zdravljenja je zgodnje odkrivanje okužbe s CMV, preden pride do 
razvoja bolezni. Paciente je potrebno redno spremljati ter testirati, da lahko zaznajo, kdaj je 
koncentracija virusa presegla določen nivo (Razonable in Humar, 2013). Takoj, ko je zaznano 
povečano pomnoževanje virusa oz. ko njegova koncentracija preseže določen nivo morajo biti 
predpisana protivirusna zdravila. Testiranja potekajo v rednih časovnih intervalih, enkrat do 
dvakrat na teden. Za testiranje, detekcijo ter kvantifikacijo virusa, laboratoriji uporabljajo 
metodo določanja antigena pp65 ali qPCR (Blut, 2010; Azevedo, 2015). Zaradi pomanjkanja 
standardizacije zaenkrat ne obstaja točno določena koncentracija CMV v vzorcu, ki bi splošno 
veljala kot mejna koncentracija za začetek zdravljenja (Razonable in Humar, 2013; Tomažič, 
2011). 
2.1.5.1 Protivirusna zdravila in njihove tarče 
Leta 1989 je protivirusno zdravilo GCV postalo prvo odobreno zdravilo za zdravljenje okužb 
s CMV (Ahmed, 2011). Trenutna zdravila, ki so na voljo za sistematično zdravljenje okužb s 
CMV, so GCV, foskarnet, cidofovir ter valganciklovir. Načeloma sta prva izbira pri okužbah 
s CMV GCV ter njegova peroralna oblika valganciklovir (Volfova in sod., 2014). Tarča vseh 
zgoraj naštetih zdravil je gen UL54, ki nosi zapis za virusno DNA-polimerazo. Tako kot 
ostale DNA-polimeraze ima tudi ta ohranjene funkcionalne regije (Braithwaite in Ito, 1993). 
Do izražanja polimeraze pride v zgodnji fazi CMV življenjskega cikla. Je centralni encim, ki 
je vključen v pomnoževanje virusne DNA (Lurain in Chou, 2010) in je glavna tarča za 
protivirusna zdravila (Komatsu in sod., 2014). 
Da pride do aktivacije GCV, mora biti le-ta fosforiliran. Za to poskrbi virusna kinaza, ki je 
kodirana na mestu UL97 (Littler in sod., 1992; Sullivan in sod., 1992, Gohring in sod., 2015), 
ki pretvori GCV v GCV monofosfat (Field in sod., 1983, Biron in sod., 1986). Celične kinaze 
nato GCV monofosfat fosforilirajo do trifosfata. Le-ta deluje kot inhibitor delovanja virusne 
DNA-polimeraze tako, da z dGTP (deoksigvanozin trifosfat) tekmujeta za vezavo na encim 
(Biron, 1986). V neokuženih celicah tako GCV ni fosforiliran, kar zmanjša njegovo toksičnost 
(Komatsu in sod., 2014). Mutacije v genu UL97 lahko povzročijo odpornost proti GCV 
(Gohring in sod., 2015). 
Foskarnet je pirofosfatni analog ter ne potrebuje znotrajcelične aktivacije. Inhibira aktivnost 
virusne DNA-polimeraze (Lurain in Chou, 2010). Cidofovir pa je monofosfatni analog. 
Njegova aktivacija je odvisna od difosforilacije s strani celičnih kinaz. Je inhibitor delovanja 
DNA-polimeraze tudi mnogih drugih virusov (Sullivan in sod., 1992), njegova klinična 
uporaba pa je omejena zaradi neugodnih stranskih učinkov, kot so nefrotoksičnost in 
nevtropenije (Komatsu in sod., 2014). 
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Pri zdravljenju je pomembno, da so doze protivirusnega zdravila, ki jih bolnik prejema, 
primerne. Nezadostno delovanje je lahko razlog za neuspešno zdravljenje ter razvoj odpornih 
sevov virusa. Prevelike doze pa prav tako niso ustrezne, saj je tako večja možnost pojava 
stranskih učinkov (Kotton in sod., 2013). 
 
Slika 2: Delovanje protivirusnega zdravila ganciklovir v okuženi celici (GCV-MP: ganciklovir monofosfat, 
GCV-DP: ganciklovir difosfat, GCV-TP: ganciklovir trifosfat) (Snydman in sod., 2011). 
2.1.6 Odpornost in mutacije 
Pred zdravljenjem naj bi se v celotni virusni populaciji nahajal majhen delež virusov, ki so na 
zdravila manj občutljivi. Nastanejo zaradi mutacij, ki so posledica delovanja DNA-polimeraze 
in napakam podvrženega popravljanja (angl. error-prone replication) pri podvojevanju DNA. 
Če zdravljenje ne zatre pomnoževanja celotne populacije virusov, lahko pride do selekcije v 
prid virusov, ki so mutirani (Drew, 2000). 
Zaradi mutacij v genu za kinazo UL97 in genu za polimerazo UL54 pride pri CMV do pojava 
odpornosti proti protivirusnim zdravilom. Več kot 90 % odpornih kliničnih izolatov ima 
mutacije v genu UL97 (Gohring in sod., 2015) vendar mutacije, ki povzročijo odpornost proti 
zdravilom, aktivnosti kinaze bistveno ne prizadenejo. Odpornost običajno povzročijo SNP-ji 
ali majhne delecije v ohranjenih regijah (Gilbert in Boivin, 2005). Ko so raziskovalci 
ugotavljali, kako substitucije ene same amino kisline, povezane z odpornostjo proti GCV, 
vplivajo na virus, so ugotovili, da je imel virus od 3,5 % do 13 % nižji fitnes ali pa vpliva niso 
zaznali (Emery in sod., 1999; Chou in sod., 2002, Gilbert in Boivin, 2005). Večina mutacij, 
povezanih z odpornostjo proti GCV, nastane v ohranjenih regijah na kodonih 405, 460, 466 
ali v regiji od kodona 590 do 607 (Hakki in Chou, 2012). Najpogostejše mutacije na genu 
UL97 so: mutacija A594V, ki predstavlja od 30 do 34,5 %, mutacija L595S od 20 do 24 %, 
mutacija M460V od 11,5 do 14,5 % ter mutacija H520Q od 5 do 11,5 % pogostosti vseh 
poznanih mutacij odgovornih za odpornost proti ganciklovirju (Gilbert in Boivin, 2005).  
Za razliko od GCV, mutacije na UL97 ne vplivajo na občutljivost virusa na protivirusni 
zdravili cidofovir in foskarnet, saj le-ta za aktivacijo ne potrebujeta fosforilacije. Do nastanka 
fenotipov, ki so odporni na več protivirusnih zdravil hkrati pride zaradi mutacij na genu 
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UL54, saj lahko mutacije v genu za polimerazo povzročijo odpornost virusa proti zdravilu 
ganciklovir, cidofovir in foskarnet (Hakki in Chou, 2012, Gohring in sod., 2015). 
Razlog, da se pojavijo odporni sevi virusa je običajno dolga izpostavljenost (od tednov do 
mesecev) zdravilu, ki nepopolno zatre virus. Posledično, kljub terapiji, virusno breme narašča. 
Največja nevarnost za razvoj odpornosti je pri prejemnikih presajenih organov. Od teh so 
najbolj ogroženi tisti bolniki, ki so seronegativni za CMV in so dobili organ seropozitivnega 
darovalca (Lurain in Chou, 2010). Odpornost virusa se pri bolnikih s sindromom pridobljene 
imunske pomanjkljivosti pojavi v odvisnosti od trajanja terapije. Jabs in sodelavci so 
ugotovili, da se pri od 7 – 27 % bolnikov z AIDSom odpornost virusa razvije po 2 -12 
mesecih zdravljenja, Kotton in sodelavci pa, da se odpornost virusa proti zdravilu v povprečju 
pojavi pri 5 – 10 % prejemnikih transplantiranih organov, odvisno od transplantiranega 
organa (Jabs in sod., 1998; Kotton in sod., 2010). 
Sum, da ima bolnik proti protivirusnemu zdravilu odporne seve se pojavi, če po nekaj tednih 
terapije virusno breme ostaja enako oziroma narašča. Hitra detekcija virusov z mutacijami, ki 
so odporni proti zdravilom, je zelo pomembna, saj lahko ob spremljanju zdravljenja 
sprememba zdravila uspešno prepreči nadaljnje pomnoževanje virusa ter razvoj bolezni 
(Lurain in Chou, 2010). 
2.1.7 Metode za zaznavanje mutacij CMV 
Interpretacija rezultatov testiranja odpornosti CMV proti protivirusnim zdravilom je zahtevna, 
saj se laboratoriji poslužujejo različno občutljivih testov, posledično pa so rezultati težko 
primerljivi. Na rezultate tako vplivajo metoda, količina testiranega materiala, laboratorij itd. 
(Erice, 1999). Analize še nadalje otežuje dejstvo, da tako za merjenje virusnega bremena 
CMV kot tudi za spremljanje koncentracij mutiranih populacij ni ustreznega standardnega 
materiala in metod (Pavšič in sod., 2015).  
2.1.7.1 Fenotipske metode 
Koncentracijo, ki lahko zaustavi razmnoževanje virusa v kulturi, se določa s fenotipskimi 
metodami detekcije odpornih sevov. To so metode, pri katerih znano koncentracijo virusa 
gojimo v prisotnosti različnih koncentracij protivirusnega zdravila in tako poiščemo 
koncentracijo, ki je potrebna za 50-odstotno zmanjšanje virusne populacije. Na podlagi 
rezultatov lahko virus definiramo kot občutljiv oziroma odporen. Med fenotipske metode 
uvrščamo metodo redukcije plakov, metode, ki temeljijo na hibridizaciji DNA, pretočno 
citometrijo in ELISA teste (Erice, 1999). Fenotipske identifikacijske metode so dolgotrajne in 
niso standardizirane, uporabljajo se predvsem za potrditev rezultatov genotipskih metod v 
primeru odkritja novih mutacij (Gohring in sod., 2015). 
2.1.7.2 Genotipske metode 
V nasprotju s fenotipskimi metodami, ki se osredotočajo na občutljivost virusov na zdravilo, z 
genotipskimi metodami identificiramo oz. detektiramo prisotnost mutacije, ki je vzrok za 
odpornost proti zdravilu. Genotipske metode za določanje mutacij odgovornih za pojav 
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odpornosti, so polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (angl. restriction fragment 
lenght polymorphism, RFLPs), ki so bili prej pomnoženi s PCR, DNA sekvenciranje genov 
UL97 in UL54 (Gilbert in Boivin, 2005) ter detekcija s qPCR (Gohring in sod., 2015). 
Največja prednost genotipskih metod pred fenotipskimi je, da jih lahko izvajamo na kliničnih 
vzorcih in tako skrajšamo čas potreben za pridobivanje rezultatov.  
Razvoj kliničnih testov za preverjanje odpornih mutacij na genu UL54 je bolj zahteven v 
primerjavi z razvojem metod na genu UL97 iz več razlogov. Kodirajoče zaporedje DNA-
polimeraze je skoraj dvakrat daljše kot zaporedje UL97, v zaporedju UL54 je večja 
variabilnost in na tem zaporedju lahko nastane mnogo več mutacij, ki lahko povzročijo 
odpornost (Hall Sedlak in sod., 2013). Diagnostika pri pacientih z odpornimi sevi običajno 
poteka zaporedno, če je zaznana mutacija za odpornost na genu UL97, ter se pacient še vedno 
ne odzove ustreznemu zdravljenju, sledi iskanje mutacij na genu UL54 s sekvenciranjem. 
2.1.7.2.1. Polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) 
Pri polimorfizmu dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP) poteka detekcija oz. identifikacija 
mutacij na podlagi razlik v dolžini fragmentov DNA mutiranih in nemutiranih virusov, do 
katerih pride po uporabi restrikcijske endonukleaze DNA. Le-ta prepozna specifična 
zaporedja, ki jih cepi. Na genu UL97 zaradi mutacij lahko pride do sprememb v zaporedjih, ki 
jih prepozna restrikcijska endonukleaza, kar povzroči nastanek fragmentov DNA različnih 
dolžin. Omejitev metode je, da vsaka posamezna mutacija ne bo povzročila spremembe v 
prepoznavnih mestih za cepitev z endonukleazo (Lurain in Chou, 2010). RFLP omogoča 
pridobitev rezultatov iz kliničnih vzorcev, plazme, levkocitov ter cerebrospinalne tekočine v 
manj kot dveh dneh. Metoda je preprosta ter poceni (Erice in sod., 1997; Lurain in Chou, 
2010), vendar omogoča predvsem identifikacijo posameznih mutacij, ne pa zanesljive 
kvantifikacije. Z RFLP lahko zaznamo posamezne mutacije, ko le-te predstavljajo okoli 10 % 
v celotni virusni populaciji (Erice, 1999).  
2.1.7.2.2 PCR v realnem času (qPCR)  
Metoda qPCR omogoča detekcijo znanih mutacij v genomu virusa. Pri metodi uporabljamo 
hibridizacijske sonde, ki so oblikovane za vsako mutacijo posebej. Prednost qPCR je, da 
omogoča zaznavo nizkega števila kopij. Težava se lahko pojavi pri spremljanju  bolnikove 
okužbe, saj imajo na qPCR rezultate vpliv posamezne komponente v reakciji, ki vplivajo na 
rezultat posameznega testiranja, posledično lahko pride do precenitve ali podcenitve 
koncentracije mutiranega virusa (Lurain in Chou, 2010; Pavšič in sod., 2017) 
K zmanjšanju raznolikosti rezultatov lahko pripomorejo standardizirani koraki v procesu 
testiranja, kot so: uporaba definiranega volumna plazme za ekstrakcijo virusne DNA, 
standardiziran postopek ekstrakcije DNA in kalibracija metode glede na standard. Tako 
Naegele in sodelavci poročajo, da imajo na primerljivost rezultatov pomemben vpliv tudi 
variabilnost zaporedij CMV, različne dolžine amplikonov in vpliv fragmentiranih virusov – 
brez kapside, ki so občutljivi na delovanje DNaz (Naegele in sod., 2018). 
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2.1.7.2.3 DNA sekvenciranje 
Za detekcijo mutacij, ki povzročijo odpornost proti protivirusnim zdravilom, se vse pogosteje 
uporablja sekvenciranje DNA. S Sangerjevo metodo sekvenciranja, sekvenciranja z 
zaustavitvijo verige z dideoksinukleotidom, lahko detektiramo odporno subpopulacijo virusa 
v ozadju divjega tipa (angl. wild type, WT), ko doseže 20-30 % (Schuurman in sod., 1999), z 
novimi generacijami sekvenciranja (angl. next generation sequencing, NGS) pa lahko 
zaznamo zelo majhne subpopulacije mutant. Z metodo pirosekvenciranja je raziskovalcem 
uspelo detektirati mutirano subpopulacijo, ko je ta dosegala le 6 % v mešanici mutante in WT 
(Schindele in sod., 2010). Z ultra-globokim pirosekvenciranjem pa je mogoče zaznati že samo 
1 % mutant v ozadju WT, vendar gre za preveč zahtevno metodo za rutinsko uporabo v 
diagnostiki in je posledično še vedno neugodna za široko uporabo. V tej študiji niso bile 
vključene mutacije za odpornost, vendar kaže na možnost detekcije razvijajočih se majhnih 
subpopulacij (Gorzer in sod., 2010; ARUP Laboratories, 2018). Podobne rezultate so dobili 
Garrigue in sod. (2016), ki so z metodo ultra-globokega pirosekveniranja zaznali 2% mutacije 
L595S v mešanici z WT. Analize s sekveniranjem navadno trajajo več dni (IMI, 2018). 
2.2 PCR V REALNEM ČASU ALI KVANTITATIVNA PCR (angl. REAL-TIME PCR, 
qPCR  
V molekularni biologiji se za pomnoževanje izbranih zaporedij DNA uporablja in vitro 
metodo PCR, ki omogoča pomnoževanje točno določenega, tarčnega, odseka na DNA – 
matrične DNA. Za potek reakcije je ključen encim DNA-polimeraza, ki na 3' konec 
enoverižne DNA dodaja posamezne nukleotide. Da lahko DNA-polimeraza deluje na 
željenem mestu, je potreben smiselni oligonukleotid, kratko nukleotidno zaporedje, ki določi 
mesto začetka sinteze nove verige (Quan in sod. 2018). Reakcijo običajno sestavlja od 20 do 
40 ciklov, v vsakem ciklu se ponovijo enaki pogoji – verižna reakcija. Vsak PCR cikel 
sestavljajo trije koraki: faza denaturacije, faza prileganja začetnih oligonukleotidov na matrico 
(hibridizacija) in podaljševanje verige. V vsakem ciklu se število kopij tarčne regije DNA 
podvoji, gre za eksponentno rast. Teoretično je po n številu ciklov število kopij v reakciji 2n. 
(Saiki in sod., 1988). Dejansko po določenem številu ciklov reakcija doseže plato, saj začne 
primanjkovati PCR reagentov (Mackay, 2002; Quan in sod. 2018). 
PCR v realnem času omogoča pomnoževanje izbranega tarčnega zaporedja v vzorcu ter hkrati 
merjenje njene količine preko zaznavanja fluorescentnega signala. Nastajajoče produkte lahko 
merimo v vsaki točki pomnoževanja (Ginzinger, 2002; Valasek in Repa, 2005). Med 
podvojevanjem tarče se signal ojačuje (Galluzzi in sod., 2018). qPCR uporabnikom omogoča, 
da določijo količino nukleinskih kislin v vzorcu, pred pomnoževanjem s PCR. Višje kot je 
začetno število tarčnih nukleinskih kislin v vzorcu, hitreje bo zaznano naraščanje 
fluorescentnega signala (Valasek in Repa, 2005). Potek pomnoževanja spremljamo na grafu, 
kjer je prikazana jakost fluorescence v odvisnosti od števila ciklov PCR. Krivuljo 
pomnoževanja sestavljajo trije ključni deli; bazna linija, eksponentna faza ter faza platoja 
(Slika 3). V začetnih ciklih PCR pomnoževanje poteka eksponentno, vendar signal 
fluorescence še ni višji od ozadja. Ko fluorescenca naraste toliko, da preseže ozadje, se določi 
pražni cikel (angl. quantification cycle, Cq ali Ct) (Wong in Medrano, 2005; Mackay in sod., 
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2002). Sledi eksponentna faza, v kateri se fluorescenca dviguje linearno, pomnoževanje je 
optimalno. V idealnih razmerah naj bi se vsake 3.3 cikla količina pomnožene tarče povečala 
za 1 log10. Zaradi inhibitorjev polimeraze, omejenosti reagentov, akumulacije pirofosfatnih 
molekul in števila PCR produktov po določenem številu ciklov PCR reakcija tarč ne 
pomnožuje več eksponencialno, pride do faze platoja. 
Določanje koncentracije tarče s qPCR je relativno. Možno je primerjati vrednosti Cq za enako 
tarčo v različnih vzorcih, pri čemer lastnosti vzorca (npr. prisotnost morebitnih inhibitorjev) 
ne smejo vplivati na učinkovitost reakcije. Ali pa se količina ali izražanje tarčnih genov 
primerja z nekim drugim genom s stabilnim številom kopij oz. stabilnim izražanjem 
(referenčni gen). Na referenčni gen različni laboratorijski pogoji ne smejo vplivati. Prav tako 
se lahko za vrednotenje koncentracije tarče v vzorcu rezultate (vrednosti Cq) merjenega 
vzorca primerja z umeritveno krivuljo. Umeritveno krivuljo se pripravi z uporabo vzorca s 
poznanim številom kopij gena, ki nas zanima (Valasek in Repa, 2005).  
 
Slika 3: Graf, ki prikazuje potek qPCR reakcije (Mackay, 2004). 
2.3 DIGITALNA PCR 
Koncept digitalne verižne reakcije s polimerazo (dPCR) so prvič opisali Sykes in sodelavci, 
leta 1992, leta 1999 pa sta jo poimenovala Vogelstein in Kinzler. 
Pri dPCR je reakcija naključno porazdeljena v tisoče neodvisih razdelkov, kjer v idealnih 
razmerah vsak individualni razdelek vsebuje eno tarčno molekulo ali nobene. Vsak razdelek 
posebej služi kot mikroreaktor, v katerem poteka pomnoževanje tarčnega zaporedja. Na koncu 
primerjamo razmerje med pozitivnimi (povišana fluorescenca) razdelki, kjer je tarčno 
zaporedje prisotno ter negativnimi (nizka ali brez fluorescence) razdelki, kjer tarčnega 
zaporedja ni (Slika 4). Glede na število pozitivnih in negativnih razdelkov po Poissonovi 
statistiki izračunamo število kopij tarčnega zaporedja v vzorcu. Za razliko od qPCR, dPCR 
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omogoča absolutno kvantifikacijo (Pinheiro in sod., 2012, Bogožalec Košir A. in sod., 2017; 
Kuypers in Jerome, 2017). 
Za izračun števila kopij nukleinskih kislin v mikrolitru reakcije uporabljamo spodnjo enačbo 
1. V enačbi Tc pomeni povprečno koncentracijo kopij (kopije/mikroliter, kp/μL), P je število 
pozitivnih razdelkov, R je število vseh analiziranih razdelkov (pozitivnih in negativnih 
skupaj). Iz njunega razmerja izračunamo povprečno število tarč v mikroreakciji oz. razdelku 
(lambda, λ). Kvantifiukacija je najbolj zanesljiva, ko je λ blizu 1,59. Ključni komponenti za 
izračun števila kopij nukleinskih kislin sta še volumen posameznega delčka (Vd) in faktor 
redčitve vzorca (D) (Bogožalec Košir A. in sod., 2017).  
 𝑇𝑐 = − ln (1 −
𝑃
𝑅
) ×  (
1
𝑉𝑑
) × 𝐷 … (1) 
 
Do sedaj je bila dPCR uporabljena že v mnoge namene. Najpogosteje se uporablja za 
detekcijo in kvantifikacijo povzročiteljev bolezni, iskanje redkih mutacij povezanih na primer 
z rakom, detekcijo variacij v številu kopij itd. (Bhat in Emslie, 2016; Pavšič in sod., 2017).  
 
Slika 4: Graf kapljične digitalne PCR (dež – razdelki v katerih je pomnoževanje potekalo z manjšo 
učinkovitostjo). 
2.3.1 Razpoložljive tehnologije dPCR  
Trenutne različice platform za dPCR med seboj ločimo glede na način nastanka razdelkov, 
sicer pa omogočajo nastanek različnega števila razdelkov, v katere se razporedi vzorec. Prav 
tako je za rokovanje s posamezno platformo potrebna posebna oprema (Rutsaert in sod., 
2018). Za razporejanje vzorca v tisoče mikroreaktorskih delčkov obstajata dva osnovna 
načina in sicer s pomočjo izdelave kapljic, kapljična digitalna PCR  ter na čipu, ki je razdeljen 
na tisoče kamric, digitalna PCR na osnovi čipov. Tehnologije so različne, odvisno od 
platforme različnih proizvajalcev (Deprez in sod., 2016). 
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2.3.1.1 Kapljična digitalna PCR 
Osnova za nastanek tisočih razdelkov pri kapljični dPCR je proces nastanka emulzije vode v 
olju. Tak princip je podlaga pri sledečih sistemih za dPCR: QX100 ter QX200 (Bio-Rad), 
RainDrop (RainDance Technologies) ter Naica (Stilla Technologies).  
Za nastanek kapljiv se reakcijska mešanica – vodna faza, zmeša z oljem in nastane emulzija. 
Za izdelavo kapljic je, poleg reakcijske mešanice, potrebno še posebno olje, ki omogoči 
nastanek kapljic. Kapljice se prenese v aparaturo za PCR. Med PCR se podvojevanje dogaja v 
vsaki od nastalih kapljic posebej. Po končani PCR sledi branje vzorca s čitalcem kapljic (angl. 
droplet reader). Tu je vsaka od kapljic analizirana posebej. Preko kapilare vsaka posamezna 
kapljica potuje do detektorja, ki ji izmeri fluorescenco. Aparatura določi oz. preveri obliko in 
volumen posamezne kapljice in neustrezne kapljice izloči. Bio-Radov sistem za dPCR 
omogoča nastanek do 20 000 kapljic na posamezen vzorec. 
Pri kaplični dPCR so ključni trije koraki in sicer: i) delitev reakcije na veliko število majhnih 
reakcij, kjer je zelo pomemben volumen posamezne reakcije ter število vseh reakcij, ii) Pogoji 
v PCR, s katerim lahko vplivamo na učinkovitost reakcije, iii) branje in analiza rezultatov, 
kjer je pomembna postavitev praga za ločitev pozitivnih in negativnih reakcij. 
2.3.1.2 Digitalna PCR na čipih 
Prvo podjetje, ki je razvilo aparaturo za dPCR je bilo Fluidigm. Podjetje danes ponuja dva 
sistema in sicer EP1, ki omogoča zaznavo končnih vrednosti fluorescence (angl. end point 
measurement) ter BioMark HD System, ki omogoča tako zaznavanje končnih vrednosti 
fluorescence kot tudi spremljanje pomnoževanja v realnem času. Na principu čipov delujeta 
tudi dve platformi firme Thermo Fischer Scientific OpenArray ter QuantStudio 3D (Baker, 
2012). Na tržišču sta prisotni še platformi CONSTELLATION® (Formulatrix) ter Clarity 
dPCR (JN Medsys). Prednost dPCR na čipih je, da so razdelki stabilnejši kot kapljice, ter da 
je potrebnega manj časa za analizo rezultatov (Low in sod., 2016). Težavo pri dPCR na čipih, 
pri nekaterih tipih čipov lahko predstavlja nizko število razdelkov za posamezen vzorec in s 
tem manjše dinamično območje. 
2.3.2 Primerjava qPCR in dPCR 
Za kvantifikacijo s qPCR je potrebna primerjava vrednosti Cq vzorca s standardno krivuljo. 
Vrednost Cq lahko variira glede na postavljen prag ter prav tako glede na učinkovitost 
pomnoževanja. Standardno krivuljo za kvantifikacijo običajno pridobimo iz serije redčin 
kontrolnega vzorca, torej vzorca z znano koncentracijo. Laboratoriji, ki testirajo sicer isti 
vzorec in ga primerjajo s standardnimi krivuljami, ki so bile pridobljene npr. iz različnih virov 
ali so bile pripravljene iz DNA, ki so bile ekstrahirane v različnem času, lahko posledično 
pridejo do različnih rezultatov. 
Digitalna PCR omogoča absolutno kvantifikacijo nukleinskih kislin v vzorcu, brez uporabe 
standardne krivulje. Absolutna kvantifikacija omogoča večjo natančnost meritev in 
primerljivost rezultatov med laboratoriji (Hayden in sod., 2013; Zhao in sod., 2016; Kuypers 
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in Jerome, 2017 ). Pavšič in sod. (2016) so pri primerjavi qPCR in dPCR uporabili različne 
osnovne zmesi (angl. master mix). Ugotovili so, da pri dPCR različne komponente PCR in 
morebitni inhibitorji nimajo bistvenega vpliva na rezultat oz. je ta zelo majhen, medtem ko so 
na učinkovitost qPCR močno vplivali (Pavšič in sod., 2016). 
Da različne dPCR tehnologije omogočajo ponovljive (ponovitve v enakih pogojih) in 
obnovljive rezultate (različna oprema, čas) so, pri kvantifikaciji virusne DNA pri CMV, 
dokazali Pavšič in sodelavci, ki so kljub uporabi različnih tehnologij dobili zelo nizke 
vrednosti merilne negotovosti (Pavšič in sod., 2017). Zaradi razporejenosti tarč v omejene 
mikroreakcije med tarčami prihaja do manjšega tekmovanja za posamezne reagente, zaradi 
česar je omogočena večja natančnost pri zaznavanju nizkih koncentracij oziroma večja 
natančnost pri zaznavanju majhnih razlik med koncentracijami. Ta lastnost je pomembna 
prednost, ki pride v poštev pri spremljanju določenih bolezni oziroma okužb. Z dPCR lahko 
zaznamo nizke koncentracije posamezne tarče v ozadju tarče z bistveno višjo koncentracijo, 
kar je še posebej pomembno pri detekciji in kvantifikaciji redkih genetskih variant (Zhao in 
sod., 2016; Kuypers in Jerome, 2017). 
Znanstveniki so dokazali, da je vpliv inhibitorjev v reakciji pri dPCR manjši, saj je 
upoštevana končna vrednost fluorescence, medtem ko lahko inhibitorji pomembno vplivajo na 
pomnoževanje v realnem času (Rački in sod., 2014). Podobno razlike v učinkovitosti 
amplifikacije pri dPCR nimajo takšnega vpliva na rezultat kor pri qPCR. 
qPCR instrumenti omogočajo zaznavanje fluorescence od štirih do šestih različnih barv. 
Večina dPCR sistemov, ki so trenutno na trgu, lahko zaznava le dve različni barvi. Količina 
barv, ki jih lahko instrument zazna, omogoča testiranje z večtarčnimi PCR metodami (angl. 
multiplexing). Trenutna omejtev večine platform za dPCR je manjši volumen reakcije v 
primejavi s qPCR, kar vodi v manjše delovno območje dPCR v primerjavi s qPCR (angl. 
dynamic range) (Baker, 2012). 
2.4 NAČINI ZA OZNAČEVANJE POMNOŽENIH TARČ  
Za označevanje pomnoženih tarč pri metodah s qPCR in dPCR večinoma uporabljamo eno od 
kemij, ki spadajo med tarčno specifične ali nespecifične tehnike označevanja pomnožka. Z 
nespecifičnimi tehnikami zaznamo količino nastale dsDNA, poleg specifičnih produktov 
zaznamo tudi nespecifične produkte ter nastale primer-dimer konstrukte. Za razlikovanje med 
specifičnimi in nespecifičnimi produkti moramo po končani PCR določiti krivuljo 
temperature taljenja, ki je specifična za iskani produkt. Pri tarčno specifičnih tehnikah pa z 
uporabo dodatnega specifičnega oligonukleotida – sonde zaznamo le specifične, iskane 
produkte (Navarro in sod., 2015).  
2.4.1 Nespecifični fluorescentni označevalci 
Nespecifični označevalci, ki se vežejo med vse nastale dsDNA so npr. etidijev bromid, YO-
PRO-1, SYBR Green, Eva Green, vsi se vežejo v dsDNA. SYBR Green in Eva Green v 
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raztopini oddajata le malo fluorescence, z vezavo med dsDNA pa močno fluorescirata. Ta 
tehnika je cenejša, v primerjavi s specifičnimi (Arya in sod., 2005, Buh in sod., 2010). 
2.4.2 Specifični fluorescentni označevalci 
Med specifične označevalce, ki se vežejo le na določeno mesto na DNA, spadajo: 
hidrolizirajoče sonde, hibridizacijske sonde in fluorescentno označeni začetni oligonukleotidi. 
Hidrolizirajoče sonde so na primer TaqMan sonde, MGB sonde ter Snake sonde. 
Hibridizacijske sonde so Hyprobe O FRET, molekularna svetila (angl. Molecular Beacon 
probes), in HyBeaconTM. Fluorescentno označeni začetni oligonukleotidi (angl. primer-
probes) so kombinacije sonde in oligonukleotidnih začetnikov v eni molekuli. V to skupno 
uvrščamo sonde z lasnično zanko (angl. harpins), sonde Cyclicons in Angler ® (Navarro in 
sod., 2015). 
2.4.2.1 Hidrolizirajoče sonde  
Hidrolizirajoča sonda (angl. probe) je dodaten oligonukleotid, ki se ga uporablja poleg 
smernega ter protismernega začetnega oligonukleotida (angl., forward in reverse primer). Na 
sondo sta kovalentno vezana poročevalec in dušilec. Poročevalno (reportersko) barvilo je 
vezano na 5'-koncu sonde, dušilec pa na 3'-koncu. Ko sta si poročevalec in dušilec dovolj 
blizu, na razdalji 10-100 Å, dušilec pretvarja energijo, ki jo oddaja poročevalec, posledično ne 
pride do fluoresciranja poročevalske molekule (Slika 5). Gre za mehanizem fluorescenčnega 
resonančnega prenosa (angl. fluorescence resonance energy transfer, FRET). Z delovanjem 
DNA-polimeraze, ki cepi od 5' – 3' konca, pride do cepljenja sonde na njenem 5'-koncu. 
Poročevalna molekula se loči od dušilca, kar omogoči zaznavanje njene fluorescence 
(Holland in sod., 1991). Poročevalske molekule so označene s posameznimi barvili (npr. 
FAM, VIC, HEX) s fluorescenco različnih valovnih dolžin (Arya in sod., 2005). Porast 
fluorescence je sorazmeren količini pomnožene tarče (Holland in sod., 1991; Mackay 2002). 
Novejša različica so TaqMan-MGB sonde, ki se z dodatno proteinsko molekulo na 3' koncu 
vežejo v mali žleb DNA (angl. minor groove DNA binding probes, MGB), kar dodatno 
stabilizira povezavo med tarčo ter sondo (Slika 6). Zaradi večje stabilnosti je lahko talilna 
temperatura (angl. melting temperature, Tm) višja, kar omogoča uporabo zelo kratkih sond (14 
nukleotidov). TaqMan MGB sonde so zato dobrodošle pri detekciji SNP in za kvantitativno 
analizo metiliranih alelov (Kutyavin in sod., 2000; Buh Gašparič in sod., 2010). 
 
Slika 5: Hidrolizirajoča TaqMan sonda (Navarro in sod., 2015). 
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Slika 6: Hidrolizirajoča MGB TaqMan sonda (Navarro in sod., 2015). 
2.5 PROJEKT AntiMicroResist 
Projekt AntiMicroResist je eden izmed projektov, ki potekajo v okviru evropskega 
meroslovnega programa za inovacije in raziskave (angl. European Metrology Programme for 
Innovation and Research, EMPIR) in deluje na področju odkrivanja novih materialov ter 
metod za detekcijo, sledenje in ovrednotenje odpornosti povzročiteljev bolezni. Leta 2014 je 
Svetovna zdravstvena organizacija (angl. World Health Organisation, WHO) objavila, da 
odpornost postaja vse večji problem v moderni medicini. Tako kot so potrebne nove metode 
za zdravljenje bolnikov okuženih z odpornimi organizmi, so primarno potrebne dobre 
diagnostične metode za zaznavo ter kvantifikacijo le-teh. Cilj projekta je razvoj metod in 
materialov ter konceptov njihovega vrednotenja za izboljšanje detekcije in nadzora nad 
odpornimi povzročitelji bolezni. Del projekta je posvečen razvoju ustreznih referenčnih 
materialov ter metod za nadzor oziroma spremljanje virusnih povzročiteljev bolezni. 
Osredotoča se na razvoj in validacije novih metod ter vzpostavitev sledljivih kvantitativnih 
molekularnih metod, ki bi bile namenjene rutinski uporabi v diagnostiki (EURAMET, 2018). 
Za detekcijo in nadzor nad odpornimi sevi CMV virusa smo v okviru zgoraj omenjenega 
projekta razvijali in vrednotili metodo za zaznavanje enega od SNP, ki je odgovoren za pojav 
odpornosti proti zdravilom. Glede na to, da je že mnogim raziskovalcem uspelo pokazati, da 
dPCR omogoča zaznavanje redkih SNP z veliko občutljivostjo in v ozadju velike količine 
divjega tipa, smo metodo na tej platformi razvijali in vrednotili. Pri dPCR zaradi razdelitve 
vzorca pride do večje natančnosti in zanesljivosti kot z uporabo qPCR, ki je kot že povedano, 
trenutno pogosto v uporabi za zaznavanje CMV. Detekcija redkih SNP z dPCR postaja vse 
bolj uporabna, tako za določanje stadijev raka, pri predrojstveni diagnostiki, za nadzor nad 
zavrnitvami transplantiranih organov kot tudi za detekcijo odpornosti. Da so lahko metode 
vpeljane v raziskave in klinične analize sta pomembna validacija metode ter prav tako njena 
cena, hitrost in zmogljivost (Whale in sod., 2016).  
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2.6 VREDNOTENJE METOD 
Vrednotenje metode je podlaga za njen prenos do končnega uporabnika. Da se metodo 
ovrednoti, je potrebno testirati posamezne parametre (Broeders in sod., 2014). Z validacijo 
metode se objektivno ovrednoti rezultate in pokaže, če metoda ustreza vsem zahtevam in je 
primerna za njen namen uporabe (Bohanec in sod., 1998). Za dokazovanje ustreznosti 
posamezne metode je glede na različne zahtevane standarde v različnih strokah potrebno 
izvesti nekoliko različne analize. V zadnjih letih je bilo razvitih veliko novih metod dPCR. Da 
je uporaba novo razvitih metod možna v diagnostične ali katere druge namene, je potrebno 
vrednotenje posamezne metode za potrditev njene namembnosti (Deprez in sod., 2016). 
Da potrdimo zanesljivost rezultatov moramo preveriti merilno negotovost (angl. measurement 
uncertainty). Gre za interval meritev znotraj katerega rezultati variirajo zaradi različnih 
dejavnikov. Pri dPCR lahko k merilni negotovosti pomembno doprineseta negotovost v 
povezavi s postavitvijo praga ter negotovost v povezavi z definiranostjo volumna posameznga 
delčka (Deprez in sod., 2016). 
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Preglednica 1: Opis parametrov validacije metode 
Parameter validacije Opis 
Specifičnost (angl. specificity) Stopnja do katere lahko metoda, kljub prisotnosti 
ostalih komponent, natančno kvantificira točno 
določen analit. 
Delovno območje (angl. working 
range) 
Interval koncentracij analita znotraj katerega metoda 
zagotavlja rezultate s sprejemljivo negotovostjo. 
Točnost (angl. accuracy) Opisuje, kako podobni so rezultati metode za 
posamezen analit v primerjavi z referenčno metodo. 
Opredeljena je s testiranjem natančnosti ter 
resničnosti metode. 
 Natančnost (angl. precision) Opiše variabilnost med posameznimi meritvami v 
določenih pogojih. Opiše se jo z ovrednotenjem 
ponovljivosti, vmesne natančnosti ter obnovljivosti 
metode. 
o Ponovljivost (angl. 
repeatability) 
Opiše korelacijo med ponovitvami testiranja v 
ponovljivih pogojih, t.j. meritve enega operaterja, 
uporaba enake metode ter reagentov, enake opreme 
ter izvajanje meritev v kratkem časovnem intervalu 
med meritvami. 
o Vmesna natančnost 
(angl. intermediate 
precision) 
Opiše korelacijo med ponovitvami testiranja z 
enakim instrumentom, enako metodo, vendar v 
različnih poskusih (časovno ločenih). 
o Obnovljivost (angl. 
reproducibility) 
Opiše korelacijo med ponovitvami testiranja v 
različnih pogojih. Najboljše je, če se preveri vse vire 
variabilnosti, ki bi lahko, pri rutinski uporabi 
metode, vplivali na rezultat. Preverja se delovanje 
metode v primeru različnih operaterjev, različne 
opreme, materialov. 
 Resničnost (angl. trueness) Ponazori, kako blizu so si povprečja rezultatov, 
pridobljenih z metodo ter referenčno metodo oz. 
referenčnimi vrednostmi. 
Meja detekcije (angl. limit of detection 
LOD) 
Najnižja koncentracija analita, ki se lahko z metodo 
zazna s 95 % stopnjo zaupanja. Analit se zazna, 
vendar ne natačno kvantificira.  
Meja kvantifikacije (angl. limit of 
quantification, LOQ) 
Koncentracija analita, katerega metoda zanesljivo 
kvantificira, s sprejemljivo merilno negotovostjo. 
Robustnost (angl. robustness) Zmožnost metode, da ostane neobčutljiva na majhne 
spremembe reakcijskih pogojev. Razlika med 
osnovno metodo ter metodo z majhnimi 
spremembami mora biti pod 30 % . 
( Definition of…, 2015; Deprez in sod., 2016).
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3 MATERIAL IN METODE 
3.1 MATERIAL 
3.1.1 Laboratorijska oprema 
 Centrifuga (Sigma) 
 Komora za delo z bakterijami, plazmidi in PCR produkti (Biosafe 2-130) (Ehret)  
 Komora za pripravo PCR miksov (BIOSAN)  
 Mikrocentrufugirke, ki ne vežejo DNA (DNA Lobind Tubes, Eppendorf, kat. št. 
0030108035)  
 Multikanalna pipeta (Rainin) 
 Namizne centrifuge 
 Naprava za PCR C1000 Touch Thermal cycler (Bio-Rad, serijska št.: CT019326) 
 Naprava za PCR T100 Thermal cycler (Bio-Rad, serijska št.:621BR09676) 
 Naprava za PCR v realnem času Viia 7 Real-Time PCR Systems (Life Technologies) 
 Nastavki za pipeto Rainin (Rainin) 
 Pipete (Eppendorf, Rainin) 
 Sistem za kapljično digitalno PCR QX100/QX200 Droplet Digital PCR (ddPCR) 
system (Bio-Rad) 
 Vibracijski mešalniki 
 Zatesnjevalec za zatesnitev aluminijaste folije na PCR ploščo (Eppendorf, kat. št. 
Z605689) 
 
3.1.2 Reagenti in kemikalije 
 Bidestilirana voda 
 DG8 kartuše in tesnila (Bio-Rad, kat. št.: 1864007) 
 Nosilec za DG8 kartuše (Bio-Rad, kat. št.: 1863051) 
 Olje za nastanek kapljic (Droplet generation oil for Probes; Bio-Rad, kat. št.: 1863005) 
 Osnovna zmes za dPCR, ddPCR Supermix for Probes (No dUTP) (Bio-Rad, kat. št.: 
1863024) 
 Osnovna zmes za qPCR, TaqMan Fast Virus 1-Step Master Mix (Applied Biosystems, 
kat. št. 4444432) 
 PCR plošča za 96 vzorcev (Eppendorf, NEM., kat. št. Z651443-25EA) 
 Plastična prozorna folija (Applied Biosystems, ThermoFischer, MicroAmp Optical 
Adhesive Film) 
 Ploščice s 384 luknjicami za PCR v realnem času 
 Prebodljiva aluminijasta folija (Bio-Rad, kat. št.: 1814040) 
 TE pufer (10 ng/μL) 
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3.1.3 Sintetična DNA  
Za namen razvoja in ovrednotenja metode za zaznavanje mutacije in divjega tipa smo 
uporabili sintetično DNA, gBlocks® (Integrated DNA Technologies). Sintetizirani sta bili dve 
zaporedji, molekule gBlock1 in gBlock4. Obe zaporedji sta hibrida dveh zaporedij virusne 
DNA, gena UL97, ki kodira za serin/threonin kinazo, kjer prihaja do nastanka mutacije L595S 
in gena UL54, ki kodira virusno DNA-polimerazo (Slika 7).  
 
 
Slika 7: Shematski prikaz sintetične DNA. a) molekula gBlock1 je sestavljena iz dela zaporedja gena UL97, ki 
nosi SNP na kodonu 595, le-ta namesto levcina kodira serin (L595S), in dela zaporedja gena UL54, ki služi kot 
tarča za referenčno metodo CMV. b) molekula gBlock4, je sestavljena iz dela zaporedja gena UL97, ki nosi divji 
tip kodona 595 in iz dela gena UL54, ki služi kot tarča za referenčno metodo CMV. Dolžina obeh gBlock-ov je 
1216 bp. Z oranžnim kvadratkom je označena tarča za metodo za zaznavanje mutacije L595S na gBlocku1. Na 
obeh molekulah gBlock je z modrim kvadratkom označen del na UL54, ki služi kot tarča za referenčno metodo 
CMV. Z zelenim kvadratkom na molekuli gBlock4 pa je označen del, ki predstavlja tarčo za metodo za 
zaznavanje WT.  
3.1.4 Zaporedja gBlocka1 in gBlocka4 
FASTA zaporedje gBlocka1  
 
>L595S 
 
AGCGAGACGGTGCTCACGGTCTGGATGTCGGGCCTGATCCGCACGCGCGCCGCTGGCGAGCAACAGCAGC 
CGCCGTCGCTGGTGGGTACGGGCGTGCACCGCGGTCTGCTCACGGCCACGGGCTGCTGTCTGCTGCACAA 
CGTCACGGTACATCGACGTTTCCACACAGACATGTTTCATCACGACCAGTGGAAGCTGGCGTGCATCGAC 
AGCTACCGACGTGCCTTTTGCACGTTGGCCGACGCTATCAAATTTCTCAATCACCAGTGTCGTGTATGCC 
ACTTTGACATTACACCCATGAACGTGCTCATCGACGTGAACCCGCACAACCCCAGCGAGATCGTGCGCGC 
CGCGCTGTGCGATTACAGCCTCAGCGAGCCCTATCCGGATTACAACGAGCGCTGTGTGGCCGTCTTTCAG 
GAGACGGGCACGGCGCGCCGCATCCCCAACTGCTCGCACCGTCTGCGCGAATGTTACCACCCTGCTTTCC 
GACCCATGCCGCTGCAGAAGCTGCTCATCTGCGACCCGCACGCGCGTTTCCCCGTAGCCGGTCTACGGCG 
TTATTGCATGTCGGAGCTGTCGGCGCTGGGCAACGTGCTGGGCTTTTGCCTCATGCGGCTGTTGGACCGG 
CGCGGTCTGGACGAGGTGCGCATGGGCACGGAGGCGTTGCTCTTTAAGCACGCCGGCGCGGCCTGCCGCG 
CGTCGGAGAACGGCAAGCTCACGCACTGCTCCGACGCCTGTCTGCTCATTCTGGCGGCGCAAATGAGCTA 
CGGCGCCTGTCTCCTGGGCGAGCATGGCGCCGCGCTGGTGTCGCACACGCTGCGCTTTGTGGAGGCCAAG 
ATGTCCTCGTGTCGCGTACGCGCCTTTCGCCGCTTCTACCACGAATGCTCGCAGACCATGCTGCACGAAT 
ACGTCAGAAAGAACGTGGAGCGTCTGTTGGCCACGAGCGACGGGCTGTATTTATATAACGCCTTTCGGCG 
CACCACCAGCATAATCTGCGAGGAGGACCTTGACGGTGACTGCCGCCAACTGTTCCCCGAGTAATCAAAG 
ATGACACGCCGCAACGGAATTTTAGCCAGCCGCGCGATGGCCCCGGCCTCGTAGTGAAAATTAATGGTGT 
TGAACAGATCGCGCACCAATACGGCGTCCTGCAGACAGTAACGGCCTACCTGGGCGCGGCCCTCGGCATT 
AGCCACGAAACAACGCGGGATGTCCT 
 
Prvi del zaporedja (belo) predstavlja del gena UL97, drugi del zaporedja (modro) pa del gena 
UL54. V prvem delu je s sivo označen kodon 595 in z oranžno SNP.
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FASTA zaporedje gBlocka4 
>WT 
AGCGAGACGGTGCTCACGGTCTGGATGTCGGGCCTGATCCGCACGCGCGCCGCTGGCGAGCAACAGCAGC 
CGCCGTCGCTGGTGGGTACGGGCGTGCACCGCGGTCTGCTCACGGCCACGGGCTGCTGTCTGCTGCACAA 
CGTCACGGTACATCGACGTTTCCACACAGACATGTTTCATCACGACCAGTGGAAGCTGGCGTGCATCGAC 
AGCTACCGACGTGCCTTTTGCACGTTGGCCGACGCTATCAAATTTCTCAATCACCAGTGTCGTGTATGCC 
ACTTTGACATTACACCCATGAACGTGCTCATCGACGTGAACCCGCACAACCCCAGCGAGATCGTGCGCGC 
CGCGCTGTGCGATTACAGCCTCAGCGAGCCCTATCCGGATTACAACGAGCGCTGTGTGGCCGTCTTTCAG 
GAGACGGGCACGGCGCGCCGCATCCCCAACTGCTCGCACCGTCTGCGCGAATGTTACCACCCTGCTTTCC 
GACCCATGCCGCTGCAGAAGCTGCTCATCTGCGACCCGCACGCGCGTTTCCCCGTAGCCGGTCTACGGCG 
TTATTGCATGTCGGAGCTGTCGGCGCTGGGCAACGTGCTGGGCTTTTGCCTCATGCGGCTGTTGGACCGG 
CGCGGTCTGGACGAGGTGCGCATGGGCACGGAGGCGTTGCTCTTTAAGCACGCCGGCGCGGCCTGCCGCG 
CGTTGGAGAACGGCAAGCTCACGCACTGCTCCGACGCCTGTCTGCTCATTCTGGCGGCGCAAATGAGCTA 
CGGCGCCTGTCTCCTGGGCGAGCATGGCGCCGCGCTGGTGTCGCACACGCTGCGCTTTGTGGAGGCCAAG 
ATGTCCTCGTGTCGCGTACGCGCCTTTCGCCGCTTCTACCACGAATGCTCGCAGACCATGCTGCACGAAT 
ACGTCAGAAAGAACGTGGAGCGTCTGTTGGCCACGAGCGACGGGCTGTATTTATATAACGCCTTTCGGCG 
CACCACCAGCATAATCTGCGAGGAGGACCTTGACGGTGACTGCCGCCAACTGTTCCCCGAGTAATCAAAG 
ATGACACGCCGCAACGGAATTTTAGCCAGCCGCGCGATGGCCCCGGCCTCGTAGTGAAAATTAATGGTGT 
TGAACAGATCGCGCACCAATACGGCGTCCTGCAGACAGTAACGGCCTACCTGGGCGCGGCCCTCGGCATT 
AGCCACGAAACAACGCGGGATGTCCT 
 
Prvi del zaporedja (belo) predstavlja del gena UL97, drugi del zaporedja (modro) pa del gena 
UL54. S sivo je označen kodon 595. 
3.1.5 Začetni oligonukleotidi in sonde metod za določanje mutacije L595S in divjega tipa 
v genu UL97 
Da bi določili najboljšo kombinacijo oligonukleotidov za določanje mutacije L595S in WT 
smo za oblikovanje metod iz literature izbrali več začetnih oligonukleotidov in sond, poleg 
tega pa smo na NIB-u oblikovali tudi svoj končni protismerni oligonukleotid (Preglednica 2). 
Preglednica 2: Začetni oligonukleotidi za testiranje metod L595S in WT 
Mesto naleganja 
(gen) 
Poimenovanje  
zaporedja 
Zaporedje  
 
Temperatura 
tališča (°C) 
UL 97 F1 a 5'-AGGCGTTGCTCTTTAAGCAC-3' 56,1 
 F2 a 5'-ACGGAGGCGTTGCTCTTTAA-3' 58,6 
 RA a 5'-AGGCGCCGTAGCTCATTT-3' 57,1 
 RB a 5'-GCCAGAATGAGCAGACAGG-3' 55,4 
 RC a  5'-GGAGCAGTGCGTGAGCTT-3' 56,2 
 RD b 5'-GGAGCAGTGCGTGAGCTTG-3' 59,3 
 Sonda L595S  FAM-TTCTCCGACGCGCG-MGB-NFQ 65,4 
 Sonda 595 WT HEX-TTCTCCAACGCGCGG-MGB-NFQ 66,3 
a Začetni oligonukleotidi F1,F2, RA, RB, RC in obe sondi so bili pridobljeni po literaturi, Volfova in sod. (2014)  
b Začetni oligonukleotid RD je bil oblikovan na NIB-u, 2017. 
3.1.6 Začetni oligonukleotidi in sonde za določanje CMV v genu UL54 
Za natančno zaznavanje CMV v vzorcu je bila razvita metoda, ki zaznava regijo na genu 
UL54 (Preglednica 3, Sassenscheidt in sod., 2006; Pavšič in sod., 2016). Metodo za sledenje 
UL54 smo uporabljali kot referenčno metodo (v nadaljevanju »referenčna metoda CMV«). 
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Zaradi konstrukcije molekule gBlock smo lahko hkrati sledili tako mutaciji, kot tudi 
referenčnemu genu. 
 
Preglednica 3: Začetni oligonukleotidi in sonda za sledenje CMV (referenčna metoda) 
Mesto 
naleganja 
(gen) 
Poimenovanje  
zaporedja 
Zaporedje  
 
Končna 
koncentracija v 
reakciji 
UL 54 Fa 5'-GGCCGTTACTGTCTGCAGGA-3' 600 nM 
 Rb 5'-GGCCTCGTAGTGAAAATTAATGGT-3' 600 nM 
 Sonda FAM-CCGTATTGGTGCGCGATCTGTTCAA-BHQ1 200 nM 
Oba začetna oligonukleotida in sonda za referenčno metodo CMV so bili pridobljeni po literaturi Sassenscheidt 
in sod. (2006); Pavšič in sod. (2016). 
3.1.7 Programska oprema  
 Microsoft Excel 2013 
 Programska oprema qPCR inštrumenta Viia 7: QuantStudio Real-Time PCR System, 
verzija 1,3 
 QuantaSoft Software verzija 1.7.4.0917 (Bio-Rad) 
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3.2 METODE 
3.2.1 Redčenje molekul gBlock in njihova kvantifikacija 
Da bi natančno določili koncentracijo molekul gBlock v kp/μL smo pripravili gravimetrične 
redčine. S pomočjo gravimetričnih redčin smo preračunali natančen redčitveni faktor 
posameznih pripravljenih redčin molekul gBlock. 
Liofilizirane molekule gBlock (100 ng vsakega) smo resuspendirali v 100 μL TE pufra, ki 
raztopi nukleinske kisline ter jih ščiti pred razgradnjo. Tako pripravljena raztopina je 
predstavljala založno raztopino, iz katere smo pripravili redčino S1 (100× redčina založne 
raztopine) iz redčine S1 pa S2 (100× redčina S1). Obe redčini smo pripravili v TE pufru. V 
nadaljevanju smo S2 gravimetrično redčili še 80×, 100× in 120×. Redčine smo poimenovali 
W1, W2 in W3. W3 smo še dodatno gravimetrično redčili 100× in poimenovali W4. Redčine 
smo hranili v zmrzovalniku pri temperaturi -20 °C. 
Redčinam W1-W4 smo z dPCR določili število kp/μL, tako da smo jih testirali z referenčno 
metodo CMV v treh tehničnih ponovitvah. S pomočjo gravimetrično določenih redčin in 
števila kopij določenega z dPCR smo nato izračunali število kp/μL v osnovni založni 
raztopini in redčinah S1 in S2 (Preglednica 4). 
Preglednica 4: Prikaz števila kopij/μL molekul gBlock1 in molekul gBlock4 v založni raztopini, S1 in S2 
  Število kp/μL 
  
Osnovna založna 
raztopina 
S1 
(100x redčina) 
S2 
(10000x redčina) 
gBlock1 4 430 000 000 34 200 000 292 495 
gBlock4 5 460 000 000 41 200 000 389 800 
 
Glede na meritve z dPCR je bila predvidena koncentracija v W1 redčini za molekule gBlock1 
3 659 kp/μL oz. 14 625 kp/reak., predvidena koncentracija za molekule gBlock4 4 873 kp/μL 
oz. 19 490 kp/reak. Predvidena koncentracija redčine W2 molekul gBlock1 2 925 kp/μL oz. 
11 700 kp/reak. in molekul gBlock4 3 898 kp/μL oz. 15 592 kp/reak. Predvidena 
koncentracija redčine W3 molekul gBlock1 2 437 kp/μL oz. 9 750 kp/reak. in molekul 
gBlock4 3 248 kp/μL oz. 12 993 kp/reak. ter redčine W4 molekul gBlock1 244 kp/μL oz. 975 
kp/reak. in molekul gBlock4 325 kp/μL oz. 1 300 kp/reak. Predvidena koncentracija največje 
redčine W5 je bila za molekule gBlock1 24 kp/μL oz. 97 kp/reak. in za molekule gBlock4 32 
kp/μL oz. 130 kp/reak. 
3.2.2 Testiranje stabilnosti molekul gBlock 
V redčinah molekul gBlock1, z mutacijo L595S, smo testirali njihovo stabilnost v časovnem 
razponu enega meseca, da smo preverili ali prihaja do razpadanja sintetične DNA (molekul 
gBlock). Merili smo tarčno zaporedje na UL54 (referenčna metoda CMV). S qPCR smo 
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opravili tri zaporedne meritve redčin W1-W4, vsako v treh tehničnih ponovitvah ter primerjali 
vrednosti Cq posameznih meritev. 
3.2.3 Verižna reakcija s polimerazo v realnem času (qPCR) 
Verižno reakcijo s polimerazo v realnem času ali qPCR, smo izvedli na instrumentu Viia 7 
Real-Time PCR (Thermo Fisher Scientific). Pripravili smo 20 μL ali 10 μL reakcijsko 
mešanico, ki sestoji iz 5 oz. 2,5 μL 4 × osnovne zmesi Fast Virus, 9 oz. 4.5 μL začetnih 
oligonukleotidov in sond, 4 oz. 2 μL DNA ter 2 oz. 1 μL vode. Reakcija je potekala v qPCR 
ploščici s 384 luknjicami, ki smo jo pred postavitvijo v instrument prekrili s prozorno folijo in 
centrifugirali 2 minuti pri 1000×g. Kot negativno kontrolo pomnoževanja smo uporabili 
reakcijsko mešanico, kjer smo namesto matrične DNA dodali vodo (angl. negative template 
control ali NTC). Reakcija je potekala po temperaturnem programu navedenem v pregledenici 
5. 
Preglednica 5: Temperaturni program qPCR 
Proces Temperatura (°C) Čas (min) Število ciklov 
Aktivacija UNG 50 2  1 
Aktivacija DNA polimeraze 95 10  1 
Denaturacija  
Naleganje začetnih oligonukleotidov 
/podaljševanje  
95 0,15 
45 
60 1  
Hlajenje 4 ∞ 1 
Temperaturni program povzet po Pavšič in sod. (2016).  
3.2.3.1 Analize rezultatov qPCR 
Rezultate smo najprej analizirali v programu QuantStudio real time PCR Software verzija 1,3, 
kjer smo za posamezno krivuljo določili prag, pri katerem se krivulja dvigne nad ozadje. Za 
sekundarno analizo smo podatke izvozili v Excel, kjer smo izračunali razliko (delta Cq) med 
referenčno metodo CMV in metodo, ki smo jo testirali (L595S ali WT) (Enačbi 1 in 2). 
Enačba za izračun razlike vrednosti Cq med referenčno metodo in metodo za tarčno 
zaporedje: 
 ∆𝐶𝑞 = 𝐶𝑞 (𝑡𝑎𝑟č𝑎) − 𝐶𝑞 (𝑟𝑒𝑓𝑒𝑟𝑒𝑛č𝑛𝑖 𝑔𝑒𝑛) … (2) 
Enačba za okvirno oceno razmerja delovanja metode za tarčno zaporedje v primerjavi z 
delovanjem referenčne metode, ki predvideva, da je učinkovitost delovanja obeh metod enaka 
in sicer 2: 
 𝑅𝑎𝑧𝑚𝑒𝑟𝑗𝑒 𝑑𝑒𝑙𝑜𝑣𝑎𝑛𝑗𝑎 𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑 = 2−∆𝐶𝑞 … (3) 
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3.2.3.2 Testiranje različnih kombinacij začetnih oligonukleotidov za sledenje mutaciji L595S 
in WT 
Za oblikovanje metode za sledenje mutaciji L595S in WT smo najprej testirali različne 
kombinacije začetnih oligonukleotidov (Preglednica 6) v kombinaciji s sondama. 
Koncentracija vseh začetni oligonukleotidov je bila 900 nM, sond pa 300 nM. Posamezno 
kombinacijo začetnih oligonukleotidov smo v vsaj dveh tehničnih ponovitvah testirali pri treh 
koncentracijah W1-W4. Kot pozitivno kontrolo reakcije smo uporabili referenčno metodo 
CMV, ki smo jo testirali pri enakih treh koncentracijah in vsaj dveh tehničnih ponovitvah. 
Delovanje metode za sledenje L595S ali WT smo primerjali z delovanjem referenčne metode 
za CMV. 
Preglednica 6: Testiranje kombinacij oligonukleotidov za sledenje L595S ali WT 
Metoda Testirane kombinacije oligonukleotidov 
Sledenje WT F1 RA F1RB F1 RC F1RD 
F2 RA F2 RB F2 RC F2 RD 
Sledenje mutaciji L595S F1 RA F1RB F1 RC F1RD 
F2 RA F2 RB F2 RC F2 RD 
 
3.2.3.3 Testiranje različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov ter sonde za detekcijo 
mutacije L595S 
Preverili smo vpliv različnih koncentracij izbranih (F2, RA) začetnih oligonukleotidov in 
sonde na učinkovitost metode za sledenje mutaciji L595S oz. WT. Metodo smo primerjali z 
referenčno metodo CMV. Preverili smo nižje koncentracije začetnih oligonukleoidov ter 
sonde in sicer, poleg kombinacije 900/900/300 nM (začetni oligonukleotid/protismerni 
začetni oligonukleotid/sonda), ki smo jo testirali že v predhodnem testu, smo preverili 
delovanje metod pri koncentracijah 600/600/200 nM ter 300/300/100 nM. Za posamezno 
metodo CMV, WT in L595S smo naredili dve tehnični ponovitvi, pri treh različnih 
koncentracijah (W3, W4 in W5) molekul gBlock4 oz. gBlock1. 
3.2.3.4 Testiranje specifičnosti metode L595S in metode WT 
Specifičnost izbrane metode za detekcijo L595S smo testirali na zaporedju DNA, ki vsebuje 
divji tip kodona (gBlock4). Specifičnost metode za WT smo testirali na zaporedju DNA, ki 
vsebuje mutacijo L595S (gBlock1) s kombinacijo začetnih oligonukleotidov F2 in RA oz. 
RD. Končna koncentracija začetnih oligonuklotidov je bila 900 nM, sonde pa 300 nM. Kot 
pozitivno kontrolo reakcije smo testirali referenčno metodo CMV. Teste smo opravili pri eni 
koncentaciji molekul gBlock (W1) v treh tehničnih ponovitvah. 
3.2.4 Digitalna verižna reakcija s polimerazo (dPCR) 
Reakcijsko mešanico dPCR (20 μL) je sestavljalo 10μL osnovne zmesi (ddPCR Supermix for 
Probes (No dUTP), BioRad), 6 μL mešanice začetnih oligonukleotidov in sonde ter 4μL 
DNA. Reakcijsko mešanico smo prenesli na kartušo sistema za nastanek kapljic. Po 
oblikovanju kapljic smo 40 μL emulzije prenesli v mikrotitersko ploščico s 96 jamicami, jo 
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pokrili z aluminijasto folijo ter zatesnili s toplotnim zatesnjevalcem. Mikrotitersko ploščico 
smo prenesli v instrument za PCR. Temperaturni program PCR je prikazan v preglednici 7. 
Po zaključenem pomnoževanju smo ploščo z vzorci prenesli v čitalec kapljic. 
Preglednica 7: Temperaturni program za dPCR 
Proces Temperatura (°C) Čas (min) Število ciklov 
Aktivacija polimeraze 95 10 1 
Denaturacija 95 0,15 
45 Naleganje začetnih ologonukleotidov/ 
podaljševanje         
60 1 
Deaktivacija encimov 98 10 1 
Hlajenje 4 ∞ 1 
Temperaturni program povzet po Pavšič in sod. (2017). 
3.2.4.1 Analize podatkov dPCR 
Analize posameznih poskusov smo izvedli s programom QuantaSoft verzija 1.7.4.0917 in 
Excel 2013. Pri primarni analizi v programu QuantaSoft, smo določili prag med pozitivnimi 
in negativnimi razdelki. Pri vzorcih, ki so vsebovali samo en gBlock, smo prag postavili tik 
nad negativni snop razdelkov, saj je dež med pozitivnim in negativnim snopom interpretiran 
kot pozitivni razdelki, ki vsebujejo tarčo, vendar se le-ta slabše pomnožuje (Lievens in sod., 
2016). V primeru vzorca, ki je vseboval molekule gBlock1 in gBlock4, smo prag postavili nad 
snop lažno pozitivnih razdelkov. Da je bila reakcija smatrana kot pozitivna, so morali biti 
pozitivni vsaj trije razdelki, reakcije v katerih je bilo manj kot 10 000 razdelkov smo izločili 
iz nadaljnje analize. Prav tako je pomembno, da se snopa pozitivnih in negativnih razdelkov 
lepo ločita. Podatke smo izvozili v Excel, kjer smo jih nadalje analizirali.  
V analizi podatkov je poleg števila sprejetih in pozitivnih razdelkov potrebno upoštevati tudi 
volumen posameznega razdelka. Upoštevali smo volumen razdelka 0,85 nL.  
Izračunali smo povprečja meritev, standardno deviacijo, relativno standardno deviacijo (RSD, 
enačba 4) ter primerjavo na referenčno metodo (Enačbi 5 in 6). Sprejemljiva vrednost RSD je 
enaka ali pod 25 % (Definition of …, 2015). 
Izračun relativne standardne deviacije (RSD): 
 𝑅𝑆𝐷 % =
𝑆𝑡𝑎𝑛𝑑𝑎𝑟𝑑𝑛𝑎 𝑑𝑒𝑣𝑖𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎
𝑃𝑜𝑣𝑝𝑟𝑒č𝑛𝑎 𝑘𝑜𝑛𝑐𝑒𝑛𝑡𝑟𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎 𝑣𝑧𝑜𝑟𝑐𝑎 (
𝑐𝑝
𝑟𝑒𝑎𝑘.
)
 × 100 … (4) 
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Primerjava med referenčno metodo CMV in metodo za zaznavanje mutacije ali WT (testirana 
metoda): 
 𝑃𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟𝑗𝑎𝑣𝑎 𝑛𝑎 𝐶𝑀𝑉 =
𝑃. 𝑡𝑒𝑠𝑡. 𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑𝑒 
𝑃. 𝐶𝑀𝑉
× 100 … (5) 
ali 
 𝑂𝑑𝑠𝑡𝑜𝑝𝑎𝑛𝑗𝑒 𝑡𝑒𝑠𝑡.  𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑𝑒 𝑜𝑑 𝐶𝑀𝑉 =
𝑃.  𝑡𝑒𝑠𝑡.  𝑚𝑒𝑡𝑜𝑑𝑒− 𝑝.  𝐶𝑀𝑉
𝑃.  𝐶𝑀𝑉
× 100 … (6) 
V enačbah (5 in 6) je povprečje rezultatov testirane metode (metode za sledenje L595S ali 
WT) označeno s P. test. metode, povprečje rezultatov referenčne metode CMV (v kp/μL ali 
kp/reak.) pa je označeno s P. CMV. 
3.2.4.2 Testiranje različnih kombinacij začetnih oligonukleotidov  
Za testiranje delovanja izbrane metode za sledenje mutaciji L595S oz. WT smo testirali oba 
začetna oligonukleotida F1 in F2 ter protismerna začetna oligonukleotida RA in RD, ki sta se 
na qPCR izkazala za najbolj in najmanj primerljiva z referenčno metodo CMV. Koncentracija 
vseh začetnih oligonukleotidov je bila 900 nM, sond pa 300 nM. Posamezno kombinacijo 
začetnih oligonukleotidov smo testirali pri dveh koncentracijah molekul gBlock (W2 in W3) v 
vsaj dveh tehničnih ponovitvah. 
3.2.4.3 Testiranje različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov ter sonde za sledenje 
mutaciji L595S in WT 
Testirali smo delovanje metode (kombinacija začetnih oligonukleotidov F2 RA in F2 RD in 
sonda L595S oz. WT) pri različnih koncentracijah začetnih oligonukleotidov in sonde. Poleg 
900/900/300 nM koncentracije smo preverili delovanje posamezne izbrane metode v primeru 
600/600/200 nM ter 300/300/100 nM. Gre za kombinacije začetni oligonukleotid/protismerni 
začetni oligonukleotid/sonda. Zanimala nas je tako primerljivost delovanja metode z 
referenčno metodo CMV, kot tudi jakost fluorescence pozitivnih razdelkov v primeru 
posamezne koncentracije. Pri posamezni koncentraciji oligonukleotidov in sonde smo naredili 
dve tehnični ponovitvi pri W3 koncentraciji posameznih molekul gBlock (ali molekule 
gBlock1 ali gBlock4). 
3.2.4.4 Testiranje specifičnosti  
Preverili smo navzkrižno reaktivnost oz. specifičnost sonde za sledenje L595S oz. WT v 
primeru kombinacije oligonukleotidov F2 RA in F2 RD. Specifičnost metode za sledenje 
L595S smo testirali na zaporedju DNA, ki ne vsebuje mutacije (molekule gBlock4) in 
specifičnost metode za sledenje WT na zaporedju DNA, ki vsebuje mutacijo (molekule 
gBlock1).  
V primeru uporabe F2 RD oligonukleotidov smo testirali specifičnost izbrane metode pri 
koncentraciji 900/900/300 nM, oligonukleotidov in sonde. Teste smo opravili pri W2 
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koncentraciji posameznih molekul gBlock, v treh tehničnih ponovitvah. V istem poskusu smo 
prav tako testirali delovanje referenčne metode CMV na obojih molekulah gBlock, v dveh 
tehničnih ponovitvah.  
V primeru uporabe F2 RA oligonukleotidov smo testirali specifičnost metode L595S oz. WT 
pri treh različnih koncentracijah začetnih oligonukleotidov in sonde, 900/900/300 nM, 
600/600/200 nM in 300/300/100 nM. Posamezno koncentracijo začetnih oligonukleotidov 
smo testirali pri dveh različnih koncentracijah molekul gBlock1 ali gBlock4 (W2 in W3) v 16 
tehničnih ponovitvah. V istem poskusu smo testirali tudi naleganje sonde za mutacijo na 
gBlock1 in sonde za divji tip na gBlock4 pri treh različnih koncentracijah začetnih 
oligonukleotidov in sonde. 
3.2.5 Gradientni PCR 
Za določanje najbolj optimalnega temperaturnega programa novo razvite metode smo 
uporabili gradientni PCR. Temperaturo naleganja smo spreminjali od 55 °C do 65 °C 
(Preglednica 8). Gradientni dPCR smo izvajali pri 900 nM začetnih oligonukleotidov ter 300 
nM sonde, tako za L595S kot WT. Metodi smo testirali pri eni redčini molekul gBlock (W2) v 
treh tehničnih ponovitvah. Poleg tarčne DNA smo testirali tudi navzkrižne reakcije (kot v 
poglavju 3.2.4.4) ravno tako pri eni koncentraciji (W2) in v treh tehničnih ponovitvah, z 
izjemo pri temperaturi 59 °C, kjer smo naredili dve ponovitvi. 
Preglednica 8: Temperaturni program za gradientni PCR 
Proces Temperatura (°C) Čas (min) Število ciklov 
Aktivacija polimeraze 95 10 1 
Denaturacija 
Naleganje začetnih oligonukleotidov/ 
podaljševanje 
95 0,15 
45 
65-55 1 
Deaktivacija encimov 98 10 1 
Ohlajanje 4 ∞ 1 
 
3.2.6 PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov  
PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov ali tdPCR (angl. touch 
down PCR) je varianta PCR, ki omogoča bolj specifično pomnoževanje. Uporabili smo jo, ker 
smo pričakovali boljšo ločitev negativnih in pozitivnih razdelkov. Pri tdPCR od začetka 
uporabimo 5-10 °C višjo temperaturo naleganja, kot je Tm začetnih oligonukleotidov in s tem 
dosežemo večjo specifičnost nastanka hibrida oligonukleotid-tarča. Po določenem številu 
ciklov, začnemo temperaturo naleganja oligonukleotidov nižati, od 2 °C do 5 °C nižje 
temperature kot je Tm. V tem času se nastali, bolj specifični hibridi, bolj učinkovito 
pomnožujejo.  
Pri tdPCR smo temperaturo naleganja začetnih oligonukleotidov zvišali za 10 °C v prvem 
ciklu pomnoževanja, ki se je nato v sledečih 14 ciklih pomnoževanja v vsakem naslednjem 
ciklu, znižala za 0,8 °C. V naslednjih 30 ciklih pa je pomnoževanje potekalo pri temperaturi 
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58 °C, 2 °C nižji temperaturi, kot je Tm začetnih oligonukleotidov (Preglednica 9). Pri tdPCR 
smo uporabili 900 nM začetne oligonukleotide ter 300 nM sondo za mutacijo L595S. 
Preglednica 9: Temperaturni program za tdPCR 
Proces Temperatura (°C) Čas (min) Število ciklov 
Aktivacija polimeraze 95 10 1 
Denaturacija 95 0,15 
15 
Pomnoževanje 70-58 1 
Denaturacija 95 0,15 30 
 Pomnoževanje 58 1 
Deaktivacija encimov 98 10 1 
Ohlajanje 4 ∞ 1 
 
3.2.6.1 Testiranje specifičnosti sond v primeru uporabe tdPCR 
V osmih ponovitvah smo testirali ali sonda za mutacijo L595S nalega na molekule gBlock1 in 
navzkrižno na gBlock4. Prav tako smo v osmih ponovitvah testirali naleganje sonde za WT na 
molekule gBlock4 in navzkrižno na gBlock1. V istem poskusu smo testirali delovanje 
referenčne metode CMV na molekulah gBlock1 oz. gBlock4 in nanjo primerjali rezultate 
učinkovitosti delovanja metode za mutacijo oz. WT. Testiranje smo izvajali pri eni 
koncentraciji molekul gBlock1 (1 567 kp/μL) oz. gBlocka4. (1 299 kp/μL). Referenčno 
metodo CMV smo na molekulah gBlock1 testirali v štirih ponovitvah, v treh ponovitvah pa na 
molekulah gBlock4. 
3.2.7 Kompetitivni PCR 
Pri kompetitivnem PCR (angl. competitive PCR) je vzorcu, ki nas zanima, dodana znana 
količina kompetitorja, DNA fragmenta. Ker se tarčna DNA ter kompetitor sočasno 
pomnožujeta, obe tarči tekmujeta za enako kombinacijo začetnih oligonukleotidov (Zentilin in 
Giacca, 2007). 
Kompetitivni PCR smo testirali na pripravljenih mešanicah molekul gBlock1 in gBlock4, v 
razmerjih 50:50, 90:10 in 10:90. Testirali smo enotarčni in dvotarčni način metode za sledenje 
mutaciji L595S in WT. Pri enotarčnem načinu smo reakcijski mešanici z določenim 
razmerjem molekul gBlockv (50:50, 90:10 ali 10:90) dodali ali sondo za sledenje L595S ali 
sondo za sledenje WT. Dvotarčni način smo testirali na enakih vzorcih, z enakim volumskim 
razmerjem molekul gBlockv, vendar sta bili v reakcijsko mešanico dodani obe sondi, za 
sledenje L595S in WT. Testiranje enotarčnega in dvotarčnega načina smo izvedli v istem 
poskusu. Pri vsakem razmerju smo prav tako izmerili količino referenčnega CMV. Ker 
referenčna metoda CMV zaznava zaporedje, ki se nahaja na obeh molekulah gBlock, naj bi 
bilo izmerjeno št. kp/μL., izmerjeno z referenčno metodo, enako vsoti izmerjene mutacije 
L595S in WT v enotarčnem ali dvotarčnem načinu. Končna koncentracija začetnih 
oligonukleotidov (F2 in RD) je bila 900 nM, koncentracija sonde L595S ali WT pa 300 nM. 
Volumske mešanice molekul gBlock smo pripravili iz že pripravljenih W3 koncentracij 
obojih molekul gBlock. 
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3.2.8 Vrednotenje izbrane metode z dPCR 
Reakcijska mešanica za vrednotenje metode dPCR (F2, RD), za detekcijo L595S, je bila 
sestavljena tako kot v poglavju 3.2.4, temperaturni program pa je bil enak kot tdPCR 
(Preglednica 9). Redčine molekul gBlock1 in gBlock4 smo pripravili na podlagi števila 
kp/reak. (Preglednica 4). Za vrednotenje izbrane metode za zaznavanje L595S smo pripravili 
redčine molekul gBlock1 in gBlock4 v koncentracijah prikazanih v preglednici 10.  
Preglednica 10: Redčine molekul gBlock1 in gBlock4 (v kp/reakcijo)  pripravljene za vrednotenje izbrane 
metode 
Število kp/reakcijo 
gBlock1 gBlock4 Opomba 
62 700   
6 270 5 197 Visoka koncentracija 
2 090 1 732 Srednja koncentracija 
2 09 173 Nizka koncentracija 
126   
21   
4   
 
3.2.8.1 Analitična selektivnost metode 
Analitična selektivnost metode je bila najprej preverjena In silico z uporabo programa Primer-
BLAST. Specifičnost metode je bila potrjena z naleganjem L595S na WT in obratno, glej 
poglavje 3.2.4.4. 
3.2.8.2 Zmožnost zaznavanja mutacije z dPCR 
Zmožnosti zaznavanja mutacije L595S (metoda L595S) smo testirali pri treh koncentracijah 
molekul gBlock1, visoki, srednji in nizki in v petih tehničnih ponovitvah. Končna 
koncentracija začetnih oligonuklotidov je bila 900 nM, sonde pa 300 nM. Poskus smo 
ponovili trikrat. V enem od poskusov smo pri vseh treh koncentracijah molekul gBlock1 
testirali še referenčno metodo CMV. Pri vsakem poskusu smo testirali vsaj dve ponovitvi 
NTC. 
Delovanje izbrane metode smo primerjali z referenčno metodo CMV tako, da smo primerjali 
zaznano število kp/reak molekul gBlock1. Dobili smo odstotek, kolikšen delež mutacije 
zaznamo z izbrano metodo za sledenje mutaciji L595S.
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Izračun zaznanega števila kp/μL mutacije v primerjavi z referenčno metodo CMV v %: 
 
𝑍𝑎𝑧𝑛𝑎𝑛𝑎 𝑚𝑢𝑡𝑎𝑐𝑖𝑗𝑎
𝑍𝑎𝑧𝑛𝑎𝑛 𝐶𝑀𝑉
× 100 … (7) 
 
Za določanje odstotka lažno negativnih rezultatov smo delovanje metode L595S testirali na 
molekulah gBlock4. Tudi tukaj smo test opravili pri treh koncentracijah, visoki, srednji in 
nizki, v petih tehničnih ponovitvah. Poskus smo ponovili trikrat. Znotraj enega poskusa smo 
pri analizi rezultatov postavili več različnih pragov, 1100, 1700, 2500 in 3300. Odstotek 
izgubljenih t.j. lažno negativnih razdelkov smo določili z uporabo enačbe 8. 
 
𝑃𝑜𝑧𝑖𝑡𝑖𝑣𝑛𝑖 𝑟𝑎𝑧𝑑𝑒𝑙𝑘𝑖 𝑣 𝑝𝑟𝑖𝑚𝑒𝑟𝑢 𝑣𝑖𝑠𝑜𝑘𝑒𝑔𝑎 𝑝𝑟𝑎𝑔𝑎 − 𝑣𝑠𝑖 𝑝𝑜𝑧𝑖𝑡𝑖𝑣𝑛𝑖 𝑟𝑎𝑧𝑑𝑒𝑙𝑘𝑖
𝑉𝑠𝑖 𝑝𝑜𝑧𝑖𝑡𝑖𝑣𝑛𝑖 𝑟𝑎𝑧𝑑𝑒𝑙𝑘𝑖
× 100 … (8) 
3.2.8.3 Ponovljivost metode za detekcijo mutacije L595S 
Metodo za sledenje L595S smo testirali pri osmih različnih koncentracijah molekul gBlock1 
(62 700 kp/reak., 6 270 kp/reak., 2 090 kp/reak., 209 kp/reak., 126 kp/reak., 63 kp/reak., 21 
kp/reak. in 4 kp/reak.), pri PCR pogojih opisanih v preglednici 9. Vsako koncentracijo 
molekul gBlock1 smo testirali v petih tehničnih ponovitvah, v treh zaporednih poskusih. Na ta 
način, smo ovrednotili ponovljivost metode (pet ponovitev na posamezen poskus) za detekcijo 
mutacije L595S in njeno vmesno natančnost (trije zaporedni poskusi). Prav tako smo pri 
posameznem poskusu, pri srednji koncentraciji molekul gBlock1 (2 090 kp/reak.) testirali še 
referenčno metodo CMV. Rezultate referenčne metode CMV smo primerjali z metodo L595S 
pri enaki koncentraciji. 
V okviru testiranja ponovljivosti metode smo določili tudi mejo detekcije (LOD) metode 
L595S in mejo kvantifikacije (LOQ) metode. LOD je najnižja koncentracija, pri kateri je 
rezultat pozitiven pri vseh petih ponovitvah (v vseh treh poskusih). LOQ smo določili tako, da 
smo za posamezen poskus določili najnižje zaznano število kp/reak., pri katerem je bila 
relativna standardna deviacija (RSD) petih ponovitev pod 25 %. 
3.2.8.4 Robustnost 
Z robustnostjo smo testirali vpliv spremenjenih poskusnih pogojev, koncentracij začetnih 
oligonukleotidov in sonde, na delovanje metode za zaznavanje mutacije L595S. Pripravili 
smo reakcijske mešanice, ki so vsebovale 20 % večjo oz. 20 % nižjo koncentracijo začetnih 
oligonukleotidov in sonde v primerjavi s predpisano reakcijsko mešanico. Vpliv spremenjenih 
reakcijskih pogojev smo testirali pri dveh koncentracijah molekul gBlock1, 209 kp/reak. in 
63 kp/reak.. Vsako od kombinacij smo testirali v petih tehničnih ponovitvah. Rezultate 
delovanja metode v primeru spremenjenih reakcijskih pogojev smo primerjali z delovanjem 
metode pri predpisani reakcijski mešanici, ki smo jo prav tako testirali v petih tehničnih 
ponovitvah. V petih tehničnih ponovitvah smo testirali tudi NTC in pozitivno kontrolo, ki jo 
je predstavljala referenčna metoda, pri obeh koncentracijah  molekul gBlock1.  
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3.2.8.5 Občutljivost metode 
Občutljivost metode L595S smo preverjali pri treh koncentracijah DNA (visoka, nizka, 
srednja), Za vsako koncentracijo smo pripravili pet različnih odstotnih mešanic, in sicer 100 
%, 5 %, 1 %, 0,5 % in 0,1 % L595S v WT. Vsako izmed odstotnih mešanic smo testirali v 
treh tehničnih ponovitvah, tako z metodo L595S kot z referenčno metodo. Za vsako metodo 
smo izvedli tri NTC. Test smo ponovili trikrat pri nizki koncentracijo DNA in enkrat pri 
srednji in visoki. Rezultate referenčne metode in metode L595S smo primerjali oz. izračunali 
kolikšen odstotek mutacije, v primerjavi z referenčno metodo CMV, zaznamo.  
V treh tehničnih ponovitvah pri treh poskusih smo testirali 100 % molekule gBlock1, ostale 
vzorce (kjer je delež mutacije znašal 5 %, 1 %, 0,5 % ali 0,1 %) pa smo testirali v petih 
ponovitvah v treh poskusih.
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4 REZULTATI 
4.1 TESTIRANJE STABILNOSTI SINTETIČNE DNA 
V treh zaporednih poskusih smo s qPCR testirali referenčno metodo CMV na sintetični 
DNA oz. molekulah gBlock1 in na ta način preverili njihovo stabilnost. Iz preglednice 11 
je razvidno, da so bile vrednosti Cq vseh redčin (W1-W4) molekul gBlock1 zelo podobne. 
Preglednica 11: Testiranje stabilnosti redčin (W1-W4) molekul gBlock1 v treh poskusih 
   Prvi poskus Drugi poskus Tretji poskus 
Vzorec Redčina Cq Cq Cq 
gBlock1  W1 23,266 23,095 23,466 
  23,462 23,160 23,444 
  23,177 23,287 23,576 
 W2 23,710 23,510 23,869 
  23,388 23,429 23,769 
  23,526 23,465 23,717 
 W3 23,872 23,815 24,127 
  23,993 23,826 24,063 
  23,926 23,826 24,072 
 W4 31,450 33,019 31,999 
  33,590 32,366 32,125 
  32,815 31,898 31,624 
  
4.2 PREVERJANJE RAZLIČNIH KOMBINACIJ ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV 
Ob uporabi različnih začetnih smernih oligonukleotidov (F1 ali F2) ter uporabi enega od 
začetnih protismernih oligonukleotidov (RA ali RB ali RC ali RD) smo iskali najbolj 
učinkovito kombinacijo začetnih oligonukleotidov. 
4.2.1 Preverjanje različnih kombinacij oligonukleotidov s qPCR za sledenje mutaciji 
L595S ter kvantifikacijo DNA divjega tipa (WT) 
Vzorce molekul gBlock1, ki vsebujejo mutacijo L595S, in gBlock4 smo testirali s qPCR 
pri standardnih pogojih (Preglednica 5) z različnimi kombinacijami oligonukleotidov. 
Povprečne vrednosti Cq testiranih metod smo primerjali s vrednostmi Cq referenčne 
metode CMV na istih molekulah gBlock (Sliki 8 in 9). V preglednici 12 so prikazane 
povprečne vrednosti odstopanja vrednosti Cq metode za sledenje mutaciji od referenčne 
metode. 
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Slika 8: Primerjava delovanja (vrednosti Cq) različnih kombinacij začetnih oligonukleotidov za sledenje 
mutaciji L595S in referenčne metode CMV. S sivo barvo so označene redčine W1, modro W2, rumeno W3 
in rožnato W4, z modro elipso so označene kombinacije oligonukleotidov, ki so delovale najbolj in najmanj 
primerljivo z referenčno metodo CMV. 
Preglednica 12: Testiranje različnih kombinacij začetnih oligonukleotidov za sledenje mutaciji L595S in WT. 
Prikazane so povprečne razlike (Δ Cq) med vrednostmi Cq referenčne metode CMV in metode za L595S ali 
WT. 
gBlock Vzorec in začetni oligonukleotidi - primerjani 
na referenčno metodo CMV 
 
Δ Cq 
gBlock1 F1 RA - CMV 
 
 -0,510 
F1 RB - CMV 
 
 -0,469 
F1 RC - CMV 
 
 -2,170 
F1 RD - CMV 
 
 -3,260 
F2 RA - CMV 
 
 0,208 
F2 RB - CMV 
 
 -0,259 
F2 RC - CMV 
 
 -2,867 
F2 RD - CMV    -3,227 
gBlock4 
 
F1 RA - CMV   -4,229 
F1 RB - CMV   -3,517 
F1 RC - CMV   -6,062 
F1 RD - CMV   -6,561 
F2 RA - CMV   -2,831 
F2 RB - CMV   -3,176 
F2 RC - CMV   -4,457 
F2 RD - CMV   -5,720 
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Slika 9: Primerjava delovanja (vrednosti Cq)  različnih kombinacij začetnih oligonukleotidov za sledenje WT 
z referenčno metodo CMV. S sivo barvo so označene redčine W1, modro W2, rumeno W3 in rožnato W4. Z 
oranžno elipso so označene kombinacije oligonukleotidov, ki so na qPCR delovale najbolj in najmanj 
primerljivo z referenčno metodo CMV. 
V primeru uporabe kombinacije F2 RA za sledenje mutaciji je bila razlika v vrednostih Cq 
glede na referenčno metodo CMV 0,21 Cq. V primeru uporabe F1 RD je bila razlika -3,26 
Cq, kar predstavlja 9,6× slabšo učinkovitost metode v primerjavi z referenčno.  
Najmanjša razlika v vrednostih Cq med referenčno metodo in metodo za sledenje WT je 
bila -2,83 Cq in sicer pri kombinaciji F2 RA, kar predstavlja 7,1× slabše delovanje metode. 
Največje odstopanje v vrednostih Cq med metodo za sledenje WT in referenčno metodo 
CMV je bilo v primeru kombinacije F1 RD, -6,6 Cq. 
Kot najboljšo kombinacijo začetnih oligonukleotidov smo izbrali kombinacijo F2 in RA. 
4.3 VPLIV RAZLIČNIH KONCENTRACIJ ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV IN 
SOND NA UČINKOVITOST qPCR 
V zgoraj naštetih analizah smo uporabljali 300 nM sondo ter 900 nM začetne smerne in 
protismerne oligonukleotide. Preverili smo ali sprememba koncentracije začetnih 
oligonukleotidov (F2, RA) in sonde za L595S oz. WT vpliva na učinkovitost reakcije. 
Testirali smo vpliv različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov ter sonde na delovanje 
metod L595S in WT. Testirali smo koncentracije 900/900/300 nM, 600/600/200 nM ter 
300/300/100 nM (začetni smerni oligonukleotid/začetni protismerni oligonukleotid/sonda). 
Ob uporabi najvišje koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde je kombinacija F2 
RA, za sledenje mutaciji na molekulah gBlock1, povprečno 0,21 Cq bolj učinkovita kot 
referenčna metoda (Slika 10, Preglednica 13). V primeru primerjave sledenja WT, na 
Cvelbar T. Določanje in kvantifikacija mutacije humanega virusa citomegalije… za odpornost proti zdravilu ganciklovir. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
36 
molekulah gBlock4, z referenčno metodo CMV je delta Cq znašal -2,83 (Slika 11, 
Preglednica 14). 
Na slikah 10 in 11 ter v preglednicah 13 in 14 so prikazani podatki, razlike v vrednostih Cq 
med referenčno metodo CMV in delovanjem metode za sledenje mutaciji L595S  ali WT 
pri treh različnih redčinah (W3, W4 in W5), v primeru uporabe začetnih oligonukleotidov 
F2 in RA. 
 
 
Slika 10: Primerjava delovanja metode za sledenje L595S pri različnih koncentracijah začetnih 
oligonukleotidov (F2, RA) in referenčne metode CMV. S sivo barvo so označene redčine W1, modro W2, 
rumeno W3 in rožnato W4. 
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Slika 11: Primerjava delovanja metode za sledenje WT pri različnih koncentracijah začetnih oligonukleotidov 
(F2, RA) in referenčne metode CMV. S sivo barvo so označene redčine W1, modro W2, rumeno W3 in 
rožnato W4. 
Preglednica 13: Testiranje različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov F2 in RA in sonde za sledenje 
mutaciji L595S ter primerjava z referenčno metodo CMV 
  
 
CMV 
L595S F2 RA 
600/600/200 
  
L595S F2 RA 
300/300/100   
Vzorec Redčina Cq Cq 
ΔCq (CMV – 
L595S) Cq 
ΔCq (CMV – 
L595S) 
gBlock1 W3 
25,76 27,97 -2,01 29,20 -3,08 
26,16 27,97 
 
29,24 
 
gBlock1 W4 30,16 32,24 -1,71 32,69 -2,93 
30,28 31,6 
 
33,40 
 
gBlock1 W5 32,83 34,04 -1,28 35,39 -2,99 
33,66 35,02   35,38   
 
  
24.0
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Preglednica 14: Testiranje različnih koncentracij začetnih oligonukleotidov F2 in RA in sonde za sledenje 
WT ter primerjava z referenčno metodo CMV 
  
 
CMV 
WT F2 RA 
600/600/200 
  
WT F2 RA 
300/300/100 
  
Vzorec 
Redčina 
Cq Cq 
ΔCq (CMV 
– WT) Cq 
ΔCq (CMV – 
WT) 
gBlock4 W3 
24,58 29,73 -5,40 32,62 -7,74 
24,28 29,93 
 
32,01 
 
gBlock4 W4 
28,49 33,25 -4,73 35,69 -6,96 
28,32 33,01 
 
/ 
 
gBlock4 W5 
31,05 34,95 -3,74 40,05 -7,54 
32,84 36,43   39,44   
 
Z razlikami v vrednostih Cq med referenčno metodo CMV in metodo za sledenje mutaciji 
smo ovrednotili vpliv koncentracije sonde oz. začetnih oligonukleotidov na učinkovitost 
podvojevanja.  
Za sledenje mutaciji L595S so se nižje koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde 
izkazale kot manj primerljive z referenčno metodo. Medtem ko je bila pri koncentraciji 900 
nM oligonukleotidov ter 300 nM sonde povprečna razlika 0,21 Cq, je bila pri koncentraciji 
600 nM oligonukleotidov ter 200 nM sonde povprečna razlika -1,67 Cq, torej 3,2× slabše 
delovanje. Pri koncentraciji 300 nM oligonukleotidov in 100 nM sonde pa vrednosti Cq 
metode za sledenje L595S odstopajo od referenčne metode povprečno -3 Cq.  
Povprečno odstopanje vrednosti Cq sledenja WT od referenčnih vrednosti je bilo v primeru 
uporabe nižjih koncentracij začetnih oligonukleotidov in sond večje kot pri najvišji 
koncentraciji. Pri 600 nM začetnih oligonukleotidov in 200nM sonde je bilo odstopanje -
4,62 Cq torej je bilo pomnoževanje 24,5× manj učinkovito. Ob uporabi najnižje 
koncentracije pa je bilo odstopanje -7,41 Cq.  
4.4 SPECIFIČNOST METOD S qPCR 
Za ugotavljanje specifičnosti metode (F2, RA ali RD) za sledenje mutaciji L595S oz. WT 
smo testirali navzkrižno reaktivnost metod. Testirali smo navzkrižno reaktivnost med 
sondo za mutacijo L595S in zaporedjem WT na molekulah gBlock4, ter navzkrižno 
reaktivnost med sondo za WT in zaporedjem z mutacijo L9595S na molekulah gBlock1. 
Zaradi minimalne razlike v zaporedju (le en nukleotid), v primeru navzkrižne reaktivnosti, 
sonda lahko nalega na obe zaporedji. Kot pozitivno kontrolo smo uporabili referenčno 
metodo CMV.  
Na molekulah gBlock1 in gBlock4 smo z referenčno metodo CMV zaznali pomnoževanje 
tarče (Slika 12), vrednosti Cq pri referenčni metodi CMV na molekulah gBlock1 so bile 25 
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Cq, na molekulah gBlock4 pa okoli 24,5 Cq (Preglednica 15). Pri kombinaciji molekul 
gBlock1 in sonde za WT nismo zaznali pomnoževanja (Preglednica 15, Slika 13), prav 
tako nismo zaznali pomnoževanja v primeru kombinacije molekul gBlock4 in sonde za 
L595S (Preglednica 15, Slika 14). 
Preglednica 15: Testiranje navzkrižne reaktivnosti sonde za WT in navzkrižne reaktivnosti sonde za L595S v 
primeru uporabe začetnih oligonukleotidov F2 in RA 
 
Metoda Vzorec Redčina Cq 
CMV 
gBlock1 W1 
25,08 
25,09 
25,07 
L595S 
/ 
/ 
/ 
CMV 
gBlock4 W1 
24,63 
24,46 
24,60 
WT 
/ 
/ 
/ 
 
Slika 12: Testiranje molekul gBlock1 in gBlock4 z referenčno metodo CMV. Pomnoževanje pozitivne 
kontrole CMV na molekulah gBlock1 in gBlock4. 
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Slika 13: Preverjanje navzkrižnih reaktivnosti sonde za WT na molekulah gBlock1, ki vsebujejo mutacijo ob 
uporabi začetnih oligonukleotidov F2 in RA. 
 
Slika 14: Preverjanje navzkrižnih reaktivnosti sonde za mutacijo L595S na molekulah gBlock4, ki ne 
vsebujejo mutacije ob uporabi začetnih oligonukleotidov F2 in RA. 
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4.5 PREVERJANJE RAZLIČNIH KOMBINACIJ ZAČETNIH SMERNIH IN 
PROTISMERNIH OLIGONUKLEOTIDOV Z dPCR  
Odločili smo se za testiranje le tistih oligonukleotidov, ki so se v primeru qPCR izkazali za 
najbolj primerljive in najmanj primerljive z referenčno metodo. Testirali smo začetni 
oligonukleotid F2 ter končna oligonukleotida RA in RD za sledenje WT ter mutaciji 
L595S z dPCR. 
4.5.1 Preverjanje kombinacij začetnih smernih in protismernih oligonukleotidov za 
sledenje mutaciji L595S z dPCR  
Število zaznanih kp/μL smo primerjali s številom kopij, zaznanih z referenčno metodo 
CMV na istem vzorcu molekulgBlock1 (Preglednica 16). Število kopij izmerjenih z RA in 
RD protismernima oligonukleotidoma je bilo primerljivo. S kombinacijo F2 RD je bilo 
odstopanje v primerjavi s CMV nekoliko manjše (22,1 %) kot pri kombinaciji F2 RA 
(23,74 %). Snopi fluorescence so bili pri RD končnem oligonukleotidu bolj skoncentrirani 
(Slika 15). Povprečna lambda v primeru RA je bila 0,44, v primeru uporabe RD pa 0,45.  
 
Preglednica 16: Primerjava delovanja protismernega oligonukleotida RA in RD v kombinaciji z začetnim 
oligonukleotidom F2 za sledenje mutaciji L595S na molekulah gBlock1 
Metoda (začetna 
oligonukleotida) 
Vzorec Redčina λ 
Povprečje ene 
redčine kp/µL 
Primerjava s 
CMV (%) 
CMV 
gBlock1 W2 
0,543 3100 
 0,511 
  
L595S (F2 RA) gBlock1 
W3 0,456 2777 
 0,488 
  
W2 
0,421 2365 -23,74 
0,383 
  
L595S (F2 RD) gBlock1 
W3 0,481 2905 
 0,507 
  
W2 
0,422 2415 -22,10 
0,400 
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Slika 15: Primerjava delovanja protismernega oligonukleotida RA (G02-H02) ter RD (C02-D02) za sledenje 
mutaciji L595S na W3 redčini molekul gBlock1. 
4.5.2 Preverjanje kombinacij začetnih oligonukleotidov za sledenje WT z dPCR  
Metoda za sledenje WT je v primeru oligonukleotidov F2 RA delovala 26,6 % manj 
učinkovito kot referenčna metoda CMV (Preglednica 17). V primeru uporabe F2 RD je 
metoda delovala 17,7 % manj učinkovito kot referenčna CMV metoda. Fluorescenca 
pozitivnih razdelkov je bila v obeh primerih nizka (Slika 16). 
Preglednica 17: Primerjava delovanja protismernega oligonukleotida RA in RD v kombinaciji z začetnim 
oligonukleotidom F2 za sledenje WT na molekulah gBlock4 
Metoda Vzorec Redčina λ 
Povprečje ene 
redčine  
(kp/µL) 
Primerjava s 
CMV(%) 
CMV gBlock4 W2 
0,242 1372 
 0,224 
  
WT (F2 RA) gBlock4 
W3 0,252 1465 
 0,246 
  
W2 
0,174 1005 -26,75 
0,168 
  
WT (F2 RD) gBlock4 
W3 0,248 1461 
 0,249 
  
W2 
0,195 1129 -17,73 
0,189     
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Slika 16: Primerjava delovanja končnega oligonukleotida RA (H04-G04) ter RD (D04-C04) za sledenje WT 
na redčini W3 molekul gBlock4. 
4.6 TESTIRANJE KONCENTRACIJ ZAČETNIH OLIGONUKLEOTIDOV IN SOND Z 
dPCR 
Testirali smo vpliv spremembe koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde na 
učinkovitost metode in na jakost fluorescence, ki jo s posamezno metodo dosežemo. 
Testirali smo enake koncentracije, kot smo jih testirali na qPCR, torej 900/900/300 nM, 
600/600/200 nM in 300/300/100 nM. 
Tudi tu smo delovanje metod za sledenje mutaciji L595S ali sledenje WT primerjali z 
delovanjem referenčne metode za sledenje CMV (Preglednica 18). Primerjali smo 
povprečno število kopij, ki smo jih zaznali z referenčno metodo CMV in povprečno število 
kopij zaznanih z metodo za sledenje mutaciji L595S ali WT.  
Delovanje metode za sledenje L595S je v primeru vseh treh koncentracij primerljivo. Iz 
slike 17 je razvidno, da različne koncentracije sonde vplivajo na jakost fluorescence 
(FAM) pozitivnih razdelkov, prav tako vplivajo na dvig snopa negativnih razdelkov. 
Razlika med pozitivnimi in negativnimi razdelki je bila največja pri koncentraciji 900 nM 
začetnih oligonukleotidov ter 300 nM sonde. 
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Preglednica 18: Testiranje treh koncentracij začetnega oligonukleotida F2 in RA ter sonde za sledenje 
mutaciji L595S ter WT 
Metoda Vzorec 
Koncentracija 
oligonukleotidov v 
reakciji 1 nM 
λ kp/µL 
Primerjava s 
CMV 
(%) 
CMV 
gBlock1 
 0,034 201 
  0,035 
  
 
 
   
gBlock4 
 0,049 286 
  0,049 
   
 
 
   
L595S gBlock1 
900/900/300 0,022 136 -32,49 
900/900/300 0,024 
  600/600/200 0,021 129 -36,05 
600/600/200 0,022 
  300/300/100 0,021 131 -34,90 
300/300/100 0,023 
   
 
 
   
WT gBlock4 
900/900/300 0,039 225 -21,52 
900/900/300 0,037 
  600/600/200 0,039 221 -22,95 
600/600/200 0,037 
  300/300/100 0,031 184 -36,02 
300/300/100 0,000 
  1 začetni oligonukleotid/protismerni začetni oligonukleotid/sonda 
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Slika 17: Prikaz delovanja metode za detekcijo mutacije L595S pri treh različnih koncentracijah začetnih 
oligonukleotidov (F2, RA) in sonde. 
Pri metodi za sledenje WT različne koncentracije oligonukleotidov in sonde prav tako ne 
vplivajo na odstopanje od referenčne metode CMV (Preglednica 18). Ne glede na 
koncentracijo, metoda za sledenje WT odstopa med 21,5 % do 22,95 %. Različne 
koncentracije oligonukleotidov in sonde vplivajo na jakost fluorescence (HEX) (Slika 18), 
razlika med pozitivnimi in negativnimi razdelki je najbolj vidna v primeru uporabe najvišje 
koncentracije oligonukleotidov. Pri metodi za WT pri koncentraciji začetnih 
oligonukleotidov in sonde 300/300/100 nM rezultatov nismo natančno ovrednotili, saj je 
bila meja med fluorescenco pozitivnih ter negativnih razdelkov težko določljiva. Pri tej 
koncentraciji rezultatov druge meritve nismo upoštevali zaradi nizkega števila sprejetih 
(analiziranih) razdelkov. 
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Slika 18: Prikaz delovanja metode za detekcijo WT pri treh različnih koncentracijah začetnih 
oligonukleotidov ter sonde. 
4.7 SPECIFIČNOST METOD z dPCR 
Prav tako kot pri qPCR smo pri testu specifičnosti metode z dPCR ugotavljali morebitno 
navzkrižno reaktivnost med sondo za mutacijo L595S ter molekulami gBlock4, ki mutacije 
ne vsebujejo in sondo za WT ter molekulami gBlock1, ki vsebujejo mutacijo L595S. Kot 
kontrolo smo uporabili referenčno metodo CMV. 
Metoda za sledenje mutaciji (kjer sonda za L595S nalega na gBlock1) je bila 19,71 % manj 
učinkovita kot referenčna metoda (Preglednica 19). Pri testiranju navzkrižne reaktivnosti 
med sondo za L595S in molekulami gBlock4, ki mutacije ne vsebujejo, je prišlo do 
zaznavanja zaporedja, ki ne vsebuje mutacije (Slika 19). 
Sonda za mutacijo L595S je nalegala na molekule gBlock4. Nad snopom negativnih 
razdelkov nastane snop lažno pozitivnih razdelkov, ki predstavljajo nespecifično nalaganje 
sonde za mutacijo na molekule gBlock4. Tekom analiziranja reakcije lahko nastavimo prag 
tako, da lažno pozitivne razdelke določimo kot negativne. V tem primeru smo prag 
nastavili na 2000 in na tak način dobili rezultate v preglednici 19. Kljub dvignjenemu 
pragu smo s sondo za mutacijo L595S zaznali 4 kp/reak. v vzorcu, kjer mutacije ni (lažno 
pozitiven rezultat). Zaradi praga nad lažno pozitivnim snopom razdelkov izgubimo 
določen odstotek dejansko pozitivnih razdelkov, v katerih je pomoževanje potekalo z 
manjšo učinkovitostjo (dež).  
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Preglednica 19: Testiranje specifičnosti metode za sledenje mutaciji L595S na molekulah gBlock1 in 
gBlock4 ob uporabi začetnega smernega in protismernega oligonukleotida F2 RD 
Metoda Vzorec Redčina λ kp/µL 
RSD 
(%) 
Primerjava s 
CMV (%) 
CMV gBlock1 W2 
0,436 2544 
  0,429 
   
L595S gBlock1 
 
0,350 2043 0,90 -19,71 
W2 0,348 
   0,344 
   
CMV gBlock4 W2 0,183 1061 1,98 
  0,178 
   
L595S gBlock4 
 
0,000 1 58,54 
 W2 0,000 
   0,000 
    
 
Slika 19: Delovanje metode (F2, RD) za mutacijo L595S  na gBlocku1, ki vsebuje mutacijo (H02-F02) in 
naleganja sonde L595S  na molekulah gBlock4, ki mutacije ne vsebuje (B02-H03) 
Specifičnost naleganja sonde za mutacijo L595S smo testirali še s kombinacijo 
oligonukleotidov F2 RA pri treh različnih koncentracijah začetnih oligonukleotidov in 
sonde. Ne glede na različne koncentracije oligonukleotidov tudi tukaj prihaja do 
navzkrižne reaktivnosti, sonda za L595S nalega na zaporedje WT na molekulah gBlock4. 
Negativni snop razdelkov in snop lažno pozitivnih razdelkov sta bila tu malo bolj 
razmaknjena kot pri uporabi oligonukleotida RD. 
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V nasprotju z metodo L595S, so bili pri testiranju navzkrižne reaktivnosti med sondo za 
WT ter molekulami gBlock1, ki vsebujejo mutacijo, rezultati negativni, tako v primeru 
začetnega protismernega oligonukleotida RD kot tudi v primeru RA (Slika 20). 
 
Slika 20: Delovanje metode (F2, RD) za WT na gBlocku4 (F04-F05) in naleganje sonde za WT na molekulah 
gBlock1 (F08-F09). 
4.8 GRADIENTNI dPCR 
Z gradientnim PCR smo določali najbolj optimalno temperaturo naleganja, tako za metodo 
L595S kot za WT. Obenem smo testirali tudi vpliv temperature na navzkrižno reaktivnost 
(naleganje L595S na gBlock4 ter naleganje sonde za WT na gBlock1). Testirali smo 
temperaturni interval med 55 °C in 65 °C.   
Pri testiranju naleganja sonde za L595S na molekule gBlock1 pri različnih temperaturah, 
so bili pri 61,2 °C rezultati najbolj ponovljivi (najnižja RSD %, 0,78 %). Pri 55 °C, najnižji 
testirani temperaturi, je bila jakost fluorescence največja, medtem ko je bila ločitev 
negativnih in pozitivnih razdelkov najmanj očitna pri najvišji testirani temperaturi, 65 °C 
(Slika 21). 
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Slika 21: Vpliv temperature, ki od leve proti desni pada (65 °C-55 °C), na jakost fluorescence pri delovanju 
metode L595S v primeru uporabe začetnih oligonukleotidov F2 in RA. 
Pri testiranju naleganja sonde L595S na molekule gBlock4 je kljub spreminjanju 
temperature naleganja začetnih oligonukleotidov v razponu 10 °C, prihajalo do 
navzkrižnega naleganja sonde oz. lažno pozitivnih rezultatov. Pri vseh preizkušenih 
temperaturah (od 55 °C do 65 °C) opazimo dva snopa razdelkov, tik nad negativnimi se 
nahaja snop razdelkov, ki so lažno pozitivni. V primeru, da nastavimo vrednost praga nad 
2000, kjer se običakno nahaja snop pozitivnih razdelkov, lažno pozitivne rezultate 
zaznamo samo pri najnižjih testiranih temperaturah (od 57 °C do 55 °C). Skozi celotno 
testirano območje temperatur je lepo viden vpliv temperature na jakost fluorescence (Slika 
22). Za metodo L595S je torej potrebno, da izberemo takšno temperaturo naleganja, pri 
kateri je možna čim boljša ločitev dejansko pozitivnih razdelkov od lažno pozitivnih.  
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Slika 22: Vpliv temperature na navzkrižno naleganje sonde za L595S na molekule gBlock4 v primeru 
uporabe začetnih oligonukleotidov F2 in RA. 
Pri naleganju sonde za WT na molekule gBlock4, vidimo vpliv temperature na jakost 
fluorescence. Pri najnižji temperaturi je bila jakost fluorescence največja. Pri testiranju 
navzkrižne reaktivnosti sonde za WT, ne glede na temperaturo, ki smo jo spreminjali v 
razponu 10 °C, sonda za WT ni nalegala na molekule gBlock1 (Slika 23). Pri vseh 
testiranih temperaturah, je bila fluorescenca metode za sledenje WT zelo nizka, potrebna bi 
bila dodatna optimizacija metode. 
Na sliki 21 (D03, E03 levo) vidimo, da je pri temperaturi naleganja okoli 60 °C 
fluorescenca dejansko pozitivnih razdelkov na višini okoli 3000. Lažno pozitivni razdelki 
se pri tej temperaturi v večini nahajajo pod mejo 2000 (Slika 22, D04, E04). Kjer so snopi 
pozitivnih razdelkov bolj skoncentrirani, pomeni, da sonde delujejo bolj specifično 
(Lievens in sod., 2016). 
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Slika 23: Vpliv temperature na jakost fluorescence pri delovanju metode (F2, RA) za sledenje WT na 
molekulah gBlock4 (levo). Vpliv temperature na navzkrižno naleganje sonde za WT na molekulah gBlock1 z 
mutacijo (desno). Temperatura od leve proti desni pada. 
4.9 PCR S PADAJOČO TEMPERATURO PRILEGANJA ZAČETNIH 
OLIGONUKLEOTIDOV 
Glede na predhodnje rezultate, smo v nadaljevanju, za sledenje mutaciji L595S in WT, 
uporabljali kombinacijo začetnih oligonukleotidov F2 in RD. Preverili smo ali z uporabo 
PCR s padajočo temperaturo prileganja začetnih oligonukleotidov (tdPCR), dosežemo 
boljšo ločitev med pozitivnimi razdelki, ki vsebujejo tarčo ter lažno pozitivnimi razdelki 
oziroma, ali lahko dosežemo, da ne prihaja do pomnoževanja netarčnega zaporedja. 
4.9.1 Testiranje specifičnosti metod za L595S in WT 
Preverili smo naleganje sonde za mutacijo L595S tako na ustrezno zaporedje na molekulah 
gBlock1, kot tudi na zaporedje WT na molekulah gBlock4. Enako smo preverili delovanje 
metode za sledenje WT v primeru uporabe tdPCR, in sicer naleganje sonde za WT na 
molekule gBlock4 in na gBlock1 (Preglednica 20). 
Preglednica 20: Delovanje metode za sledenje mutaciji L595S in WT (začetni oligonukleotidi F2 in RD) ter 
primerjava z referenčno metodo CMV.  
Metoda Vzorec kp/μL RSD % 
L595S 
gBlock1 302 3,9 
gBlock4 1 41,7 
WT 
gBlock4 214 4,7 
gBlock1 0   
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Sonda za mutacijo L595S je nalegala na molekule gBlock4, ki mutacije ne vsebujejo, 
vendar je, v primerjavi s predhodnim testiranjem specifičnosti, snop dejansko pozitivnih 
razdelkov dosegal največjo jakost fluorescence (Sliki 19 in 24). Nad snopom negativnih 
razdelkov je opazno dviganje lažno pozitivnih razdelkov, ki so posledica nespecifičnega 
naleganja sonde za mutacijo na molekule gBlock4. Pomnoževanje tarčnega zaporedja je 
bolj učinkovito. Sonda za WT ni nalegala na molekule gBlock1 (Preglednica 20). RSD % 
vrednosti metode za sledenje mutaciji so bile pod 7,4 % in za sledenje WT pod 4,7 %. 
 
 
Slika 24: Delovanje metode (F2, RD) za mutacijo L595S na molekulah gBlock1 (levo) in navzkrižno 
naleganje sonde za L595S na molekule gBlock4, ki predstavlja WT (desno). 
4.9.2 Kompetitivni tdPCR 
Zaradi navzkrižne reaktivnosti – naleganaja sonde za mutacijo L595S na molekule 
gBlock4, ki predstavljajo WT, smo se odločili za kompetitivni PCR. Testirali smo 
delovanje tdPCR v reakcijski mešanici z volumskim razmerjem molekul gBloca1 in 
gBlock4 50:50, 10:90 in 90:10. Vsako razmerje molekul gBlock smo najprej analizirali z 
referenčno metodo CMV. Primerjali smo rezultate oz. koncentracijo zaznanih tarč 
enotarčnega načina, kjer v reakcijski mešanici z določenim razmerjem sledimo mutaciji ali 
WT (Sliki 25 in 27) ter dvotarčnega načina, kjer v reakcijski mešanici hkrati sledimo 
obema tarčama, mutaciji in WT (Sliki 26 in 28). Vrednosti enotarčnega in dvotarčnega 
načina smo primerjali. Prav tako smo primerjali vsoto obeh tarč z izmerjenim CMV 
(Preglednica 21). Ker so bili vzorci enaki, bi morali z enotarčnim načinom in dvotarčnim 
načinom dobiti enake oz. primerljive rezultate koncentracije molekul gBlock1 z mutacijo 
L595S ali gBlock4, WT. 
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Preglednica 21: Kompetitivni test gBlocka1 in gBlocka4 v volumskem razmerju 50:50, 10:90 in 90:10 v 
primeru uporabe začetnih oligonukleotidov F2 in RD 
Metoda 
Razmerje 
gBlock1: gBlock4 
kp/µL RSD (%) 
Seštevek kp/µL 
L595S/WT1 
CMV 
50:50 1764 1,93 / 
10:90 1544 2,83 / 
90:10 2068 2,12 / 
Enotarčna 
L595S 
50:50 841 0,64 1415 
10:90 189 5,65 1196 
90:10 1541 5,12 1647 
Dvotarčna 
L595S 
50:50 875 0,76 1425 
10:90 192 2,61 1232 
90:10 1627 6,88 1734 
Enotarčna  
WT 
50:50 575 2,19 / 
10:90 1007 1,57 / 
90:10 107 7,53 / 
Dvotarčna 
WT 
50:50 549 0,27 / 
10:90 1040 3,07 / 
90:10 107 4,98 / 
1da smo lahko primerjali kp/μL molekul gBlock1/gBlocka4 izmerjeno z metodo CMV in razvitima metoda 
smo morali sešteti razultat metod L595S in WT.  
Pri vzorcu z volumskim razmerjem 50:50 med molekulami gBlock1 in molekulami 
gBlock4 je bilo z referenčno metodo CMV v povprečju izmerjenih 1 764 kp/μL, RSD treh 
ponovitev je bila 1,93 %. S sledenjem mutaciji L595S v enotarčnem načinu smo zaznali 
841 kp/μL, s sledenjem WT pa 575 kp/μL, RSD vrednost meritev mutacije v enotarčnem 
načinu je bila 0,64 %, RSD vrednost meritev WT v enotarčnem načinu pa 2,19 %. Vsota 
obeh tarč v enotarčnem načinu bi morala bila enaka številu kopij, ki jih izmerimo z 
referenčno metodo CMV. Vsota enotarčnih načinov je pri volumskem razmerju 50:50 
molekul obeh gBlock od referenčne vrednosti nižja za 19,8 %. Podobno je pri ostalih dveh 
razmerjih molekul gBlock1 in gBlock4. Pri vzorcu z volumskim razmerjem 10:90 molekul 
gBlock1:gBlock4 smo z referenčno metodo CMV izmerili 1 544 kp/μL (RSD % 2,83 %). 
Pri enotarčnem načinu smo v vzorcu v povprečju izmerili 189 kp/μL mutacije in 1 007 
kp/μL divjega tipa. RSD vseh meritev pri sledenju mutaciji v enotarčnem načinu je bila 
5,65 %, pri sledenju divjemu tipu pa 1,57 %. V primerjavi z referenčno metodo CMV smo 
z enotarčnim načinom izmerili 22,6 % manj kopij molekul gBlock1 in gBlock4. Pri vzorcu 
z volumskim razmerjem 90:10 med molekulami gBlock1 in gBlock4 je bilo z referenčno 
metodo CMV v povprečju izmerjeno 2 068 kp/μL, RSD meritev je bila 2,12 %. Pri 
testiranju enotarčnega načina smo zaznali 1 541 kp/μL mutacije L595S in 107 kp/μL WT. 
Z enotarčnim načinom zaznamo 20,4 % manj kopij molekul gBlock1 in gBlock4 kot z 
referenčno metodo CMV. RSD obeh enotarčnih meritev je bila za sledenje L595S 5,12 % 
in 7,53 % pri sledenju WT. RSD vseh meritev je bila nizka, pod 25%. 
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S sledenjem L595S oz. WT v dvotarčnem načinu zaznamo približno enako število kopij 
molekul obeh gBlock kot pri enotarčnem načinu. Vsota obeh tarč v dvotarčnem načinu – 
kompetitivnem testu je 19,24 % nižja v primerjavi z referenco pri mešanici molekul 
gBlock v razmerju 50:50, 20,2 % pri razmerju 10:90 in 16,1 % pri razmerju 90:10. 
Rezultati enotarčnega in dvotarčnega načina so med sabo primerljivi. V primeru sledenja 
L595S v dvotarčnem načinu sta se snop pozitivnih in negativnih razdelkov slabo ločila. 
Fluorescenca pozitivnih razdelkov je v dvotarčnem načinu nižja kot v enotarčnem tako pri 
L595S kot pri WT (Slike 25-28). 
 
Slika 25: Delovanje metode (F2, RD) L595S v enotarčnem načinu pri volumskih mešanicah 50:50 (levo), 
10:90 (na sredini) in 90:10 (desno) molekule gBlock1:gBlock4. 
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Slika 26: Delovanje metode (F2, RD) L595S v dvotarčnem načinu pri volumskih mešanicah 50:50 (levo), 
10:90 (na sredini) in 90:10 (desno) molekule gBlock1:gBlock4. 
 
Slika 27: Delovanje metode (F2, RD) za sledenje WT v enotarčnem načinu v razmerju 50:50, 10:90 in 90:10 
molekule gBlock1:gBlock4. 
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Slika 28: Delovanje metode (F2, RD) za sledenje WT v dvotarčnem načinu v razmerju 50:50, 10:90 in 90:10 
molekule gBlock1:gBlock4. 
4.10 VREDNOTENJE METODE ZA SLEDENJE MUTACIJI L595S 
Da bi ovrednotili izbrano metodo za detekcijo mutacije L595S smo testirali posamezne 
parametre, ki se sicer uporabljajo pri validacijah metod. Metode za sledenje WT zaradi 
slabega ločevanja pozitivnih in negativnih razdelkov nismo vrednotili. Pri vrednotenju 
metode smo rezultate podajali v kp/reak., saj je takšen način primernejši za vrednotenje 
parametrov. 
Za vrednotenje metode L595S smo uporabljali kombinacijo začetnih oligonukleotidov F2 
in RD in sonde v koncentracijah 900/900/300 (začetni oligonukleotid/protismerni začetni 
oligonukleotid/sonda). 
4.10.1 Analitična selektivnost metode  
Analitično selektivnost metode smo preverili že pred začetkom testiranj delovanja metode 
za sledenje tako mutaciji L595S kot tudi WT. Preverili smo jo z uporabo programa Primer-
BLAST (Ye s sod., 2012). Izbrani pari začetni oligonukleotid/protismerni začetni 
oligonukleotid nalegajo le na zaporedja CMV oziroma humanega herpes virusa 5. 
Del testiranja selektivnosti metode predstavlja testiranje specifičnosti metode. Pri testiranju 
specifičnosti smo ugotovili (rezultati v poglavju 4.7), da metoda za detekcijo WT ne nalega 
na zaporedje z mutacijo, medtem ko metoda za L595S nalega tudi na zaporedje WT. Pri 
vrednotenju metode L595S smo njeno delovanje (rezultat v kp/reak.) primerjali z 
delovanjem referenčne metode CMV.  
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4.10.2 Zmožnost zaznavanja z dPCR 
Ker smo v različnih testiranjiih metode za sledenje L595S ugotovili, da sonda za mutacijo 
nalega tudi na zaporedje WT, smo pri testiranju zaznavanja z dPCR preverili/ovrednotili 
jakosti fluorescence pozitivnih, negativnih in lažno pozitivnih razdelkov. Testirali smo 
naleganje sonde za L595S na molekule gBlock1 in gBlock4. Postavili smo več različnih 
pragov in primerjali število zaznanih pozitivnih razdelkov v primeru posameznega praga.  
Testirali smo nizko (52 kp/μL oz. 209 kp/reak.), srednjo (522 kp/μL oz. 2 090 kp/reak.) ter 
visoko (1 567 kp/μL oz. 6 270 kp/reak.) koncentracijo molekul gBlock1 in nizko (43 kp/μL 
oz. 173 kp/reak.), srednjo (433 kp/μL oz. 1 732 kp/reak.) ter visoko (1 299 kp/μL oz. 5 197 
kp/reak.) koncentracijo molekul gBlock4. Zanimalo nas je, kako različne koncentracije 
molekul gBlock vplivajo na ločitev negativnega snopa od pozitivnega snopa oz. kolikšnja 
je razlika jakosti fluorescence snopa lažno pozitivnih ter dejansko pozitivnih razdelkov. 
Prag je bilo potrebno določiti tako visoko, da lažno pozitivnih rezultatov ni več zaznati. 
Pri posameznem poskusu smo naredili več analiz in preverili različne prage (Preglednica 
22). Glede na naleganje sonde L595S na molekule gBlock1 smo določili prag s katerim 
ugotovimo, kolikšnje je dejansko število pozitivnih razdelkov in njihova jakost 
fluorescence. Glede na naleganje sonde za L595S na zaporedje WT na molekulah gBlock4 
smo določili prag pri katerem večine lažno pozitivnih rezultatov ne zaznamo več, ter prag 
pri katerem ne zaznamo več nobenega lažno pozitivnega razdelka. Na podlagi vseh analiz, 
ki smo jih naredili pri vrednotenju metode, smo za to metodo določili predpisan prag. Iz 
primerjave vseh pozitivnh razdelkov ter pozitivnih razdelkov v primeru praga, kjer ne 
zaznamo lažno pozitivnih rezultatov, smo določili odstotek pozitivnih razdelkov, ki ga v 
primeru predpisanega praga izgubimo. 
Prvi prag, na 1100 (Slika 29), smo postavili tako, da smo zajeli vse dejansko pozitivne 
razdelke, kjer sonda L595S nalega na molekule gBlock1. Drugi prag 1700 (Slika 30) smo 
postavili tik nad snop lažno pozitivnih razdelkov. 
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Slika 29: Sledenje L595S na molekulah gBlock1 in gBlock4 pri nizki, srednji in visoki koncentraciji 
posameznih molekul gBlock in nizkem pragu, 1100. Levo (B02, B07, C04) je prikazano naleganje sonde na 
molekule gBlock1, desno (D02, D07, E04) pa lažno pozitivni rezultati, naleganja sonde za mutacijo L595S 
na zaporedje WT na molekulah gBlock4. Prag zaznavanja pozitivnih razdelkov je postavljen tako, da 
zaznamo vse dejansko pozitivne razdelke, kjer sonda za mutacijo nalega na zaporedje z mutacijo na 
molekulah gBlock1, vendar zaznamo tudi večino lažno pozitivnih razdelkov. 
 
Slika 30: Sledenje mutaciji na molekulah gBlock1 in gBlock4 pri nizki, srednji in visoki koncentraciji 
molekul gBlock in pragu 1700, s katerim ohranimo večino dejansko pozitivnih razdelkov in na zaznamo 
večine lažno pozitivnih razdelkov. Levo (B02, B07, C04) je prikazano naleganje sonde na molekule gBlock1, 
desno (D02, D07, E04) pa lažno pozitivni rezultati, naleganja sonde za mutacijo L595S na zaporedje WT na 
molekulah gBlock4. 
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Ker smo pri pragu 1700 še vedno zaznali lažno pozitivne razdelke smo določili še dva 
praga in sicer 2500 in 3300 (Sliki 31 in 32) in primerjali izgubo dejansko pozitivnih 
razdelkov. Ugotovili smo, da tudi če postavimo višji prag (3300), izguba pozitivnih 
razdelkov ni bistevno večja kot pri pragu 2500 zato smo se odločili, da za analizo 
rezultatov postavimo prag 3300. Izračunali smo, koliko % dejansko pozitivnih razdelkov 
izgubimo v primeru najvišjega praga glede na najnižji prag (Preglednica 22).  
 
Slika 31: Sledenje mutaciji na molekulah gBlock1 in gBlock4 pri nizki, srednji in visoki koncentraciji 
molekulgBlock in pragu 2500. Levo (B02, B07, C04) je prikazano naleganje sonde na molekule gBlock1, 
desno (D02, D07, E04) pa lažno pozitivni rezultati, naleganja sonde za mutacijo L595S na zaporedje WT na 
molekulah gBlock4. 
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Slika 32: Sledenje mutaciji na molekulah gBlock1 in gBlock4 pri nizki, srednji in visoki koncentraciji 
molekulgBlock in najvišjem pragu 3300. Levo (B02, B07, C04) je prikazano naleganje sonde na molekule 
gBlock1, desno (D02, D07, E04) pa lažno pozitivni rezultati, naleganja sonde za mutacijo L595S na 
zaporedje WT na molekulah gBlocku4. 
Preglednica 22: Zaznavanje mutacije L595S na molekulah gBlock1 in gBlock4 z dPCR pri najnižjem (1100) 
in najvišjem (3300) pragu, pri treh različnih koncentracijah v treh poskusih 
Prag 
Koncentracija 
(kp/reak.) 
Poskus   gBlock1 Poskus   gBlock4 
1 2 3 1 2 3 
1100 
nizka 47 44 47 22 25 5 
srednja 507 502 373 235 258 47 
visoka 1221 1175 1474 765 721 1853 
3300 
nizka 43 40 42 0 0 0 
srednja 484 475 350 0 2 0 
visoka 1196 1117 1396 2 0 2 
 
V prvem poskusu smo pri nizki koncentraciji molekul gBlock1 in visokem pragu 3300 
izgubili 10 % dejansko pozitivnih rezultatov – glede na najnižji prag (1100), kjer smo 
zaznali vse, dejansko pozitivne razdelke. V drugem poskusu smo zaradi visokega praga 
izgubili 9 % pri tretjem poskusu pa 11 %. Pri srednji koncentraciji molekul gBlock1 smo 
zaradi predpisanega praga na 3300 izgubili 5 % in 6 % dejansko pozitivnih rezultatov. Pri 
najvišji koncentraciji molekul gBlock1 smo z pragom 3300 izgubili 2 % in 5 % dejansko 
pozitivnih rezultatov. 
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Preverili smo tudi, kako postavitev praga vpliva na odstopanje rezultatov metode L595S od 
referenčne metode CMV na molekulah gBlock1. V primeru najnižjega praga (1100), je 
metoda za mutacijo v primerjavi z metodo za CMV, pri nizki koncentraciji, zaznala 18 % 
manj kopij molekul gBlock1, pri srednji koncentraciji prav tako 18 % manj ter pri visoki 
koncentraciji 14 % manj. V primeru najvišjega praga (3300), je metoda za detekcijo 
mutacije pri nizki koncentraciji zaznala 27 %, pri srednji koncentraciji 23 % ter pri najvišji 
koncentraciji 18 % manj kopij kot referenčna metoda CMV. Vrednosti RSD, pri sledenju 
L595S pri vseh treh koncentracijah molekul gBlock1, so bile pod 19 %, ne glede na 
določen prag. Odstopala je samo pri nizki koncentraciji molekul gBlock1 v drugem 
poskusu in sicer pri visokem pragu 3300, 35 %. 
4.10.3 Natančnost metode za detekcijo mutacije L595S  
V sklopu testiranja natančnosti metode smo testirali njeno ponovljivost, določili dinamično 
območje, LOD in LOQ. Preverili smo tudi, kako na merjene parametre vplivajo različni 
pragi, ki smo jih določili pri analizah zmožnosti zaznavanja z dPCR.  
Testirali smo osem koncentracij molekul gBlock1 (Preglednica 23, Slika 33). Pri analizi 
smo postavili tri različne prage. Pri predvidenih koncentracijah, molekul gBlock1 
4 kp/reak. in 21 kp/reak., tarče z metodo L595S nismo zaznali ali pa je nismo mogli 
ovrednotiti, ne glede na postavljen prag. Pri vseh pragih smo lahko zanesljivo zaznali 
mutacijo pri predvideni koncentraciji 63 kp/reak. molekul gBlock1. Pri prvi ponovitvi in 
visokem pragu smo zaznali 8 kp/reak., pri drugi ponovitvi 11 kp/reak. in pri tretji ponovitvi 
6 kp/reak.Vrednost RSD prvega poskusa je bila 48 %, pri drugem poskusu 52 % in pri 
tretjem 69 %. LOD smo tako postavili pri 11 kp/reak.. Zanesljivo smo rezultate lahko 
kvantificirali pri predvideni koncentraciji 209 kp/reak.. Pri predvidenih 209 kp/reak. smo 
pri visokem pragu v dveh poskusih zaznali 36 kp/reak., v enem pa 40 kp/reak.. Spremembe 
praga iz 1700 na 3300 niso vplivale na število zaznanih kp/reak.. RSD vrednosti vseh 
meritev nad LOQ so bile pod 18 %. 
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Preglednica 23: Delovanje metode za sledenje mutaciji L595S v delovnem območju od zelo nizke do visoke 
koncentracije molekul gBlock1 
Prag 
Koncentracija 
(kp/reak.) 
 
Poskus 1 Poskus 2 Poskus 3 
kp/reak.  RSD % kp/reak.  RSD % kp/reak.  RSD % 
1700 
62 700 15670 17 16136 4 16900 18 
6 270 1282 5 1151 6 1222 11 
2 090 337 12 409 6 416 17 
209 38 11 40 13 38 21 
126 20 41 21 23 12 17 
63 9 54 11 47 7 64 
21 3 57 1 81 0 98 
4 0 / 0 / 0 / 
2500 
62 700 15575 17 16044 4 16802 18 
6 270 1271 5 1136 7 1209 11 
2 090 332 12 405 6 413 18 
209 37 14 40 13 37 22 
126 20 41 20 22 12 17 
63 9 55 11 52 7 64 
21 0 70 2 81 0 111 
4 0 / 0 / 0 / 
3300 
62 700 15299 17 15844 4 16531 18 
6 270 1251 5 1116 7 1181 10 
2 090 325 12 397 6 402 18 
209 36 14 40 13 36 24 
126 19 45 20 20 12 13 
63 8 48 11 52 6 69 
21 0 70 2 81 0 103 
4 0 / 0 / 0 / 
 
Ker smo se pri testiranju zaznavanja z dPCR zaradi lažno pozitivnih rezultatov odločili za 
določitev predpisanega praga za metodo L595S, smo tudi pri testiranju ponovljivosti 
ocenili, koliko dvig praga, nad lažno pozitivne rezultate, vpliva na zaznavanje metode. 
Dvig praga pri nizki koncentraciji molekul gBlock1, predvidenih 209 kp/reak. vpliva na 
izgubo povprečno 5 % dejansko pozitivnih razdelkov, pri srednji koncentraciji, 
predvidenih 2 090 kp/reak., povprečno 3,1% dejansko pozitivnih razdelkov. Pri visoki 
koncentraciji, predvidenih 6 270 kp/reak., zaradi praga 3300 izgubimo povprečno 3 %, pri 
najvišji testirani koncentraciji molekul gBlock1, predvidenih 62 700 kp/reak. pa smo v 
povprečju izgubili 2,1 % pozitivnh rezultatov. 
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Pri srednji koncentraciji molekul gBlock1 smo tekom poskusov testirali primerljivost 
metode za mutacijo in referenčne metode. V primeru praga 3300 je metoda za mutacijo 
zaznala od 71 % do 74 % od vseh molekul gBlock1, ki smo jih izmerili z referenčno 
metodo, torej med 26 % in 29 % manj kot referenčna metoda CMV. 
 
Slika 33: Testiranje delovnega območja metode za mutacijo L595S na molekulah gBlock1, prikazane so vse 
testirane koncentracije molekul gBlock1. 
4.10.4 Robustnost metode za detekcijo mutacije 
Testirali smo, kako na zaznavanje metode za sledenje mutaciji L595S vpliva sestava 
reakcijske mešanice – koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde. Testirali smo dve 
koncentraciji molekul gBlock1, nizko koncentracijo (209 kp/reak.) in koncentracijo, ki 
smo jo določili kot koncentracijo na meji detekcije metode (63 kp/reak.). 
V preglednici 24 so rezultati vpliva sestave reakcijske mešanice na delovanje metode 
L595S pri nizkih koncentracijah molekul gBlock1. Primerjali smo delovanje v primeru 20 
% višje koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde in 20 % nižje koncentracije 
začetnih oligonukleotidov in sonde z delovanjem metode v primeru osnovne reakcijske 
mešanice.  
Pri koncentraciji 209 kp/reak. molekul gBlock1 so meritve zaradi spremenjenega razmerja 
reakcijske mešanice odstopale za največ 6,1 %, kar kaže, da je metoda blizu LOQ 
robustna. Relativne standardne deviacije posameznih meritev pri koncentraciji 209 
kp/reak. so bile nekoliko višje kot pri testiranju ponovljivosti, na enakih vzorcih oz. 
koncentracijah molekul gBlock1. Pri osnovni reakcijski mešanici je bila RSD pri pragu 
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3300 27,5 %, kar kaže, da je LOQ nekoliko višje, kot se je pokazalo pri testiranju 
ponovljivosti. Zaradi predpisanega praga 3300 v primeru osnovne mešanice, ki vsebuje 20 
% več izgubimo 6 % vseh zaznanih kp/reak., kar je 3 kp/reak.. V primeru osnovne zmesi, 
zaradi praga 3300 izgubimo 4 % in v primeru zmesi z 20 % manj osnovne zmesi izgubimo 
10 %. 
Sprememba sestave reakcijske mešanice ni imela vpliva na zaznavo LOD.  
Preglednica 24: Testiranje robustnosti metode za sledenje mutaciji L595S  
 
209 kp/reak. 63 kp/reak. 
 
Prag 
1700 
Prag 
2500 
Prag 
3300 
Prag 
1700 
Prag 
2500 
Prag 
3300 
Reakcijska mešanica z 20% višjo 
koncentracijo začetnih oligonukleotidov in 
sonde  
49 47 46 9 9 9 
Reakcijska mešanica z osnovno koncentracijo 
začetnih oligonukleotidov in sonde  
51 50 49 9 9 9 
Reakcijska mešanica z 20% nižjo 
koncentracijo začetnih oligonukleotidov in 
sonde 
53 50 47 8 8 7 
 
4.10.5 Občutljivost 
Občutljivost smo testirali na odstotni redčitveni vrsti. Pripravili smo mešanice molekul 
gBlock, kjer naj bi delež mutacije predstavljal 100 %, 5 %, 1 %, 0,5 % in 0,1 % in testirali 
kolikšen deleže mutacije zaznamo tako, da smo primerjali izmerjeno koncentracijo 
(kp/reak.) mutacije ter CMV in izračunali odstotek mutacije L595S v vzorcu (Preglednica 
25). 
Za pripravo reakcijske mešanice, kjer smo vrednotili deleže visokih, srednjih in nizkih 
koncentracij molekul gBlock1 v gBlock4, je bilo v mešanico potrebno dodati visoke 
koncentracije tako molekul gBlock1 kot molekul gBlock4. V prvem poskusu smo deleže 
mutacije v divjem tipu testirali pri treh različnih koncentracijah in na enakih koncentracijah 
izmerili referenčno metodo CMV, ki ponazori, koliko DNA virusa (oz. molekul gBlock) je 
v posameznem vzorcu. V naslednjih dveh poskusih smo testirali delež mutacije v divjem 
tipu samo pri nizki koncentraciji obeh molekul gBlock, osnovni visoki koncentraciji, ki 
smo jo razredčili. V prvi ponovitvi poskusa smo namreč ugotovili, da visoke in srednje 
koncentracije s posameznim deležem mutacije v ozadju WT ne bomo mogli testirati, saj je 
reakcija preveč nasičena z molekulami gBlock in posledično previsoka λ, kar onemogoča 
zanesljivo kvantifikacijo (slika 34). Zato smo v teh koncentracijah lahko izmerili samo 
100 % mutacijo. Na primer od vseh sprejetih razdelkov, 15 803, je bilo 15 761 razdelkov 
Cvelbar T. Določanje in kvantifikacija mutacije humanega virusa citomegalije… za odpornost proti zdravilu ganciklovir. 
Mag. delo. Ljubljana, Univ. v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij molekulske in funkcionalne biologije, 2019 
 
65 
pozitivnih. V takem primeru, se metode oziroma vzorca ne da ustrezno in zanesljivo 
analizirati. 
 
Slika 34: Prikaz prevelike nasičenosti reakcije z molekulami gBlock1 in gBlock4 - nemogoče slediti 
referenčni metodi CMV, saj je premalo negativnih razdelkov. 
Prikazani so samo rezultati izmerjenih kp/reak. pri pragu 3300. Pri vzorcih, ki so 
predstavljali 100 % vzorec (molekule gBlock1 razredčen z vodo) smo število pozitivnih 
kopij izmerili in primerjali z referenčnim CMV. Pri 100 % vzorcu z visoko koncentracijo 
molekul gBlock1 je metoda za mutacijo zaznala 22 % manj kopij molekul gBlock1 kot jih 
je zaznala metoda za CMV. Pri vzorcu s srednjo koncentracijo 100 % molekul gBlock1 je 
bila razlika med zaznanim številom kopij ter referenco 21 %. Pri nizki koncentraciji pa je 
metoda L595S zaznala 5 %, 21 % in 16 % manj kopij molekul gBlock1 kot referenčna 
metoda (Preglednica 25). 
Pri nižjem pragu (1700) je pri visoki koncentraciji 100 % molekul gBlock1 metoda L595S 
zaznala 17 % manj kot referenčna metoda. Pri srednji koncentracij 100% molekul gBlock1 
je metoda zaznala 18 % manj kot referenčna metoda. Pri nizki koncentraciji 100 % 
molekul gBlock1 je metoda L595S zaznala 1 %, 18 % in 12 %  manj kopij molekul 
gBlock1 v primerjavi z referenčno metodo CMV. 
Pri 5 % deležu mutacije v divjem tipu smo pri predpisanem pragu 3300 zaznali 1,83 % 
mutacije, v naslednjih dveh poskusih pa 1,82 % ter 1,38 %, kot je prikazano v preglednici 
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25. RSD prvega poskusa pri meritvah 5 % deleža mutacije je bila 31 %. RSD drugega 
poskusa 13,5% in pri tretji ponovitvi 27 %. V povprečju treh poskusov smo zaznali 1,67 % 
delež mutacije v WT, vmesna natančnost poskusov je bila 15,4 %. 
Pri 1 % deležu mutacije v divjem tipu smo zaznali 0,46 % mutacije. Pri drugi ponovitvi 
0,44 % in pri tretji ponovitvi 0,43 %. Pri 1 % deležu mutacije je bila RSD v prvi ponovitvi 
6 %, v drugi ponovitvi 35 % in v tretji ponovitvi 16 %. V povprečju smo zaznali 0,44 % 
mutacije v WT, vmesna natančnost med tremi poskusi pa je bila 3,6 %. 
Pri 0,5 % deležu molekul gBlock1 smo zaznali 0,13 % mutacije, v naslednjih dveh 
ponovitvah pa 0,12 % in 0,15 %. RSD vseh treh meritev je bila znotraj kritičnih mej, pod 
25 %. ( 22 % in 18 %). V povprečju smo zaznali 0,13 % mutacije v WT z 12,6 % vmesno 
natančnostjo med tremi poskusi. 
Pri 0,1 % deležu mutacije smo zaznali 0,01 % mutacije v vseh treh ponovitvah. RSD 
znotraj posamezne meritve je lahko višji saj smo pod mejo kvantifikacije, namreč v 
povprečju smo zaznali 9 kp/reak. (RSD prve ponovitve 22 %, 37 % in 16 %). Vmesna 
natančnost med vsemi tremi poskusi je bila zelo nizka, 9,2 %. 
Preglednica 25: Test občutljivosti metode L595S za zaznavanje deležev mutacije v mešanici molekul 
gBlock1 in gBlock4 
Teoretičen 
% 
mutacije 
Poskus 1 Poskus 2 Poskus 3 
L595S 
kp/reak. 
CMV 
kp/reak. 
Izmerjen 
% 
mutacije 
L595S 
kp/reak. 
CMV 
kp/reak. 
Izmerjen 
% 
mutacije 
L595S 
kp/reak. 
CMV 
kp/reak. 
Izmerjen 
% 
mutacije 
1001 1053 1342 78 / / / / / / 
1002 442 560 79 / / / / / / 
1003 27 29 95 32 41 79 42 50 84 
5 41 2220 1,83 35 1898 1,82 22 1583 1,38 
1 32 6955 0,46 27 6237 0,44 25 5783 0,43 
0,5 32 25701 0,13 27 21779 0,12 25 16527 0,15 
0,1 10 112619 0,01 10 93821 0,01 7 79462 0,01 
1100 % gBlock1 visoka koncentracija 
2100 % gBlock1 srednja koncentracija 
3100 % gBlock1 nizka koncentracija 
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Slika 35: Test občutljivosti metode za sledenje mutaciji L595S v mešanici molekul gBlock1 in gBlock4, kjer 
mutacija predstavlja naslednje deleže 1,67 %, 0,44 %, 0,13 %, 0,01 %. 
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5 RAZPRAVA 
Oblikovali, optimizirali in ovrednotili smo metodo za sledenje divjemu tipu (WT) in 
metodo za sledenje eni od mutacij virusa CMV (L595S), ki privede do rezistence proti 
protivirusnem zdravilu ganciklovir. Za razvoj metod smo uporabili sintetično DNA in 
tehnologije in pristope za qPCR in dPCR. Ker je za sledenje CMV (zaporedje na genu 
UL54) že razvita učinkovita metoda (Sassenscheidt in sod., 2006; Pavšič in sod., 2016), 
smo le-to uporabili kot referenčno metodo.  
Stabilnost sintetične DNA, ki je vsebovala tudi mutacijo, (molekule gBlock z delom 
zaporedja UL97 in delom zaporedja UL54) smo preverili z zaporednimi poskusi testiranja 
različnih redčin molekul gBlock z uporabo qPCR. Vrednosti Cq zaporednih poskusov, 
izmerjene z referenčno metodo za sledenje CMV, smo med seboj primerjali. Ker so bile 
vrednosti Cq pri časovno zamaknjenih analizah primerljive, smo potrdili, da ne prihaja do 
razpadanja molekul gBlock in da jih lahko uporabljamo za nadaljne analize. 
Za razvoj metod za sledenje L595S in WT smo uporabili že objavljene podatke o 
primernih začetnih oligonukleotidih in sondah (Volfova in sod., 2014) ter jih s pomočjo 
različnih testiranj preverili in izbrano metodo optimizirali.  
Pri testiranju različnih kombinacij začetnih oligonukleotidov za sledenje mutaciji ali WT je 
najbolj primerljivo z referenčno metodo CMV na qPCR delovala kombinacija začetnih 
oligonukleotidov F2 in RA (Preglednica 12). Najmanj primerljive rezultate (vrednosti Cq) 
sta imeli obe metodi v primeru uporabe začetnih oligonukleotidov F2 in RD ali F1 in RD. 
Metode za detekcijo WT so bile manj primerljive z referenčno metodo CMV kot metode za 
sledenje L595S. 
Pri testiranju delovanja na dPCR temelječih metod, ki omogočajo absolutno kvantifikacijo, 
smo med sabo primerjali rezultate meritev molekul gBlock (v kp/μL ali kp/reak.), zaznanih 
z referenčno metodo CMV in zaznanih z izbrano testirano metodo. Za vsak poskus, pri 
katerem smo izvedli dovolj ponovitev (vsaj 3) smo izračunali relativno standardno 
deviacijo, da smo ugotovili zanesljivost opravljenih meritev. 
Tako kot z uporabo qPCR smo tudi z uporabo dPCR testirali različne kombinacije začetnih 
oligonukleotidov za sledenje WT oz. mutaciji L595. Delovanje metode na dPCR ni bilo 
tako odvisno od kombinacije začetnih oliginukleotidov kot v primeru qPCR. Uporaba RA 
ali RD protismernega oligonukleotida in začetnega oligonukleotida F2 za sledenje L595S 
je dala primerljive rezultate oz. je kombinacija z RD imela manjše odstopanje od 
referenčne metode CMV kot uporaba RA, kar je v nasprotju z rezultati, dobljenimi s 
qPCR. Snopi fluorescence so bili pri uporabi protismernega oligonukleotida RD bolj 
koncentrirani, kar pomeni, da je sonda nalegala bolj specifično. 
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Na dPCR se metoda za sledenje WT ni tako zelo razlikovala od referenčne metode CMV, 
kot na qPCR. Delovanje metode L595S in WT je bilo primerljivo. Pri uporabi 
protismernega oligonukleotida RD so bila odstopanja metode za sledenje WT od 
referenčne metode CMV manjša kot pri uporabi RA. Ne glede na kombnacijo začetnih 
oligonukleotidov je bila fluorescenca pozitivnih razdelkov zelo nizka. 
V primeru testiranja delovanja metode L595S oz. WT z dPCR le-to ni bilo tako odvisno od 
uporabe različnih začetnih oligonukleotidov kot v primeru testiranja s qPCR, kar potrjuje, 
da imajo na potek qPCR različne komponente velik vpliv in tako pomembno vplivajo na 
kvantifikacijo. Potrdili smo, da je dPCR na razlike v komponentah PCR manj občutljiva 
kot qPCR, posledično z uporabo dPCR prihaja do manjših variacij pri oceni števila kopij 
(Lurain in Chou, 2010; Pavšič in sod., 2016). Glede na rezultate testiranja različnih 
kombinacij oligonukleotidov na dPCR, smo se pri metodah za sledenje L595S in WT 
odločili za uporabo začetnega smernega oligonukleotida F2 in protismernega 
oligonukleotida RD, v kombinaciji z ustrezno sondo. 
Z namenom izboljšanja metode je smiselno testirati tudi uporabo različnih koncentracij 
izbranih začetnih oligonukleotidov. Testiranje različnih koncentracij je eden od prvih 
testov, ki naj bi se jih opravilo in preverilo njihov vpliv (Gerdes in sod., 2015). Uporaba 
nižjih koncentracij je ugodna zaradi manjše porabe kemikalij in s tem cenovno ugodnejše 
metode. Testirali smo tri različne koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde za 
sledenje L595S ali WT na qPCR in dPCR. Predvidevali smo, da bodo imele koncentracije 
oligonukleotidov in sonde manjši vpliv v primeru testiranja metode na dPCR, kot v 
primeru testiranja na qPCR. 
V primeru uporabe tehnologije  qPCR je nižja koncentracija oligonukleotidov vplivala na 
delovanje izbrane metode. Pri sledenju L595S nižje koncentracije povečajo odstopanje 
vrednosti Cq glede na referenčno metodo CMV (Preglednica 13, Slika 10). Pri sledenju 
WT so imele spremembe koncentracije oligonukleotidov še večji vpliv, razlike med 
delovanjem referenčne metode CMV in metode za sledenje WT, so bile še večje 
(Preglednica 14, Slika 11) Pri metodi za sledenje WT so nižje koncentracije 
oligonukleotidov vplivale tudi na obliko krivulje, ki je bila bolj položna in ni več imela 
značilne sigmoidne oblike. 
Ob uporabi tehnologije dPCR bistvenih razlik v učinkovitosti delovanja izbrane metode 
glede na referenčno metodo v odvisnosti od koncentracije začetnih oligonukleotidov ter 
sonde nismo opazili. Koncentracija oligonukleotidov in sonde je vplivala na jakost 
fluorescence pozitivnih in negativnih razdelkov. Pri testiranju obeh metod je bila meja med 
pozitivnimi in negativnimi razdelki najbolje vidna pri najvišji koncentraciji 900/900/300 
nM oligonukleotivov (Sliki 17 in 18). Pri sledenju metodi WT in uporabi najnižje 
koncentracije oligonukleotidov je bila meja med pozitivnim in negativnim snopom težko 
določljiva. Ker je razlika med pozitivnim in negativnim snopom razdelkov pomembna, da 
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se lahko z gotovostjo določi prag, mejo med pozitivnimi in negativnimi razdelki (Lievens 
in sod., 2016), smo se odločili, da bomo v nadaljevanju testiranja metod L595S in WT 
uporabljali najvišje koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde.  
Z izbranimi (najvišjimi) koncentracijami začetnih oligonukleotidov in sond smo preverjali 
specifičnost metod. Za sledenje mutaciji L595S smo specifičnost testirali tako, da smo 
preverili naleganje sonde za mutacijo na zaporedje gBlocka4, ki ne vsebuje mutacije. 
Specifičnost metode za sledenje WT smo testirali tako, da smo preverili, ali sonda za WT 
nalega na gBlock1, ki vsebuje mutacijo.  
Na qPCR smo potrdili, da sta metodi za sledenje L595S in WT specifični. Z metodo L595S 
ne zazanamo zaporedja WT in obratno, z WT metodo ne zaznamo zaporedja z mutacijo. 
Tudi z dPCR smo potrdili specifičnost metode za sledenje WT. Z dPCR smo zaznali 
navzkrižno reaktivnost sonde za mutacijo L595S, saj smo z njo zaznali zaporedje na 
gBlocku4, ki mutacije ne vsebuje. Jakost fluorescence dejansko pozitivnih razdelkov, kjer 
sonda za mutacijo nalega na gBlock z mutacijo, je bila višja v primerjavi z jakostjo 
fluorescence lažno pozitivnih razdelkov, kjer sonda za mutacijo nalega na gBlock, ki ne 
vsebuje mutacije. Dejansko pozitivni razdelki dosegajo večjo jakost fluorescence, ker je 
njihovo pomnoževanje bolj učinkovito. Snop lažno pozitivnih razdelkov je nastal tik nad 
snopom negativnih razdelkov (Slika 19). 
Pri qPCR reakciji je fluorescentni signal oz. krivulja pomnoževanja povprečje vseh 
zaznanih pomnoževanj v reakcijski mešanici. V primeru, da prihaja do navzkrižnega 
naleganja z bistveno manjšo učinkovitostjo, tega ne zaznamo (Lievens in sod., 2016). Z 
dPCR navzkrižno naleganje sonde zaznavamo v vsakem od tisočih razdelkov, kamor se 
tarča prerazporedi in odčitavamo fluorescenco v vsakem posameznem razdelku. Kljub 
temu, da navzkrižnega naleganja sonde L595S na gBlock4 s qPCR nismo zaznali, je 
mogoče, da tudi v qPCR reakciji prihaja do navzkrižnega naleganja sonde, vendar le-tega 
ne zaznamo, ker zaradi pomnoževanja z manjšo učinkovitostjo, ne preseže bazne linije. 
Večjo občutljivost dPCR v primerjavi z qPCR so potrdili mnogi avtorji, med njimi tudi 
Whale in sod. (2016), ki so zaznavali SNP, ki so odgovorni za odpornost Humanega virusa 
influence A proti tamifluju.  
Da bi preverili ali ima drugačna kombinacija začetnih oligonukleotidov vpliv na 
specifičnost, smo specifičnost metode za sledenje L595S testirali tudi s kombinacijo 
oligonukleotidov F2 RA, vendar navzkrižne reaktivnosti nismo odpravili. Na specifičnost 
in učinkovitost metode lahko vplivamo z višanjem ali nižanjem temperature naleganja 
začetnih oligonukleotidov. V primeru prenizke temperature naleganja lahko pride do 
pomnoževanja nespecifičnih pomnožkov PCR , medtem ko lahko previsoka temperatura 
zmanjša učinkovitost pomnoževanja želenega pomnožkov PCR (Bio-Rad, 2018). 
Posledično je optimizacija temperature naleganja eden od ključnih parametrov za 
specifičnost reakcije. Kljub izračunu Tm za posamezen oligonukleotid je včasih dobro 
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preizkusiti še nekatere druge temperature, ki so višje ali nižje od teoretično izračunane Tm. 
Optimalno temperaturo pomnoževanja za metodi L595S in WT smo določili z uporabo 
gradientnega PCR pri katerem smo testirali 10 različnih temperatur naleganja začetnih 
oligonukleotidov. Tako pri testiranju delovanja metode L595S kot tudi metode WT smo 
ugotovili, da različne temperature vplivajo na jakost fluorescence pozitivnih razdelkov. 
Vpliv različnih temperatur naleganja je bil viden skozi celoten temperaturni gradient (Slike 
21-23). Pri testiranju naleganja sonde za mutacijo na gBlock1 smo ugotovili, da je bila 
temperatura, ki smo jo do tedaj uporabljali za naleganje oligonukleotidov, ustrezna. Pri 
temperaturi okoli 60 °C se snop pozitivnih razdelkov dvigne dovolj visoko nad snop 
negativnih razdelkov. Snop pozitivnih razdelkov je bil pri T 60 °C bolj skoncentriran, kot v 
primeru najnižje testirane temperature 55 °C, kjer je sicer jakost fluorescence večja. 
Sprememba jakosti fluorescence v odvisnosti od temperature je že bila opisana v literaturi 
(Gerdes in sod., 2016). Nižje temperature zaradi bolj nespecifičnega naleganja povzročijo 
dvig fluorescence, višje temperature pa, zaradi nepopolnega naleganja tudi na specifično 
zaporedje, zmanjšajo učinkovitost pomnoževanja in s tem je tudi fluorescenca pozitivnih 
razdelkov manjša (Gerdes in sod., 2016). 
Spreminjanje temperature ni vplivalo na navzkrižno naleganje sonde za L595S na gBlock4. 
Pri najnižji temperaturi so lažno pozitivni razdelki dosegali največjo jakost fluorescence. 
Metoda za sledenje WT pa se je izkazala za specifično ne glede na spremembo 
temperature. 
Kot predlaga literatura (Lievens in sod., 2016) smo za boljšo ločitev pozitivnih razdelkov 
ter bolj specifično pomnoževanje testirali delovanje metode L595S s tdPCR. S tdPCR 
programom smo dosegli boljšo ločitev med pozitivnimi in negativnimi razdelki. 
Nespecifičnega delovanja sonde za L595S nismo odpravili, vendar je bil snop 
nespecifičnih razdelkov bolj skoncentriran kot sicer. Tudi v primeru metode WT je tdPCR 
vplival na višjo jakost fluorescence pozitivnih razdelkov, vendar še premalo za zanesljivo 
zaznavanje WT. Ker imajo lažno pozitivni razdelki manjšo jakost fluorescence kot 
dejansko pozitivni razdelki smo se odločili, da bomo pri metodi za sledenje L595S določili 
prag, nad katerim zaznamo samo dejansko pozitivne razdelke in ga bomo uporabljali pri 
nadaljnih testih. 
Ker dPCR omogoča zaznavanje nizkih koncentracij mutacije v ozadju visoke koncentracije 
divjega tipa (Hugget in sod., 2015), smo poleg do sedaj opisanih enotarčnih metod 
oblikovali tudi dvotarčno metodo, s katero hkrati sledimo tako mutaciji kot WT. Testirali 
smo vpliv kompetitivnega tdPCR na delovanje metod v dvotarčni PCR. Predvidevali smo, 
da bo zaradi kompeticije obeh tarč za začetne oligonukleotide prišlo do bolj specifičnega 
pomnoževanja. Delovanje enotarčnih in dvotarčne metode smo primerjali. Ker smo testirali 
enake vzorce, bi z obema načinoma morali dobiti enake rezultate. Rezultati enotarčnih in 
dvotarčne metrode za sledenje L595S in WT so bili primerljivi. V obeh primerih smo 
zaznali nižje število kopij kot z referenčno metodo CMV, so pa rezultati dvotarčne metode 
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odstopali manj. Snopa pozitivnih in negativnih razdelkov se pri dvotarčnem načinu ločita 
slabše kot pri enotarčnem načinu (Sliki 25 in 27), saj je jakost fluorescence pozitivnih 
razdelkov pri dvotarčnem načinu manjša. Pri metodi za sledenje WT v dvotarčnem načinu 
sta bila snopa pozitivnih in negativnih razdelkov zelo skupaj, zato je postavitev ustreznega 
praga vprašljiva (Slika 28). 
Zaradi majhne jakosti fluorescence pozitivnih razdelkov pri sledenju WT, tako pri 
enotarčni kot dvotarčni metodi, ter navzkrižnega naleganja sonde za L595S na gBlock4, ki 
predstavlja WT, smo se odločili samo za vrednotenje enotarčne metode za sledenje L595S. 
Odstotek mutacije namreč lahko določimo glede na referenčno metodo CMV, ki zazna 
zaporedje na genu UL54, ki se nahaja v vsakem CMV virusu in obeh gBlockih. Delovanje 
metode za sledenje L595S smo primerjali z referenčno metodo CMV, kar nam je 
omogočila konstrukcija gBlocka, ki vsebuje zaporedje gena UL54, ki mu sledi referenčna 
metoda CMV in zaporedje gena UL97, na katerem pride do nastanka mutacije L595S. 
Z optimizacijo metode skušamo zagotoviti, da bo metoda primerna za njen namen. Tekom 
vrednotenja metode pa preizkusimo ali to res drži s tem ko opravimo posamezne teste, kot 
so ponovljivost, določanje LOD, LOQ. Metodo za sledenje L595S smo vrednotili pri 
900 nM koncentraciji začetnih oligonukleotidov F2 in RD ter 300 nM sondi L595S. 
Čeprav so in silico analize kazale, da je metoda specifična, se je izkazalo da metoda za 
sledenje L595S zazna tudi WT. Zaradi dovolj velike razlike v jakosti fluorescence 
pozitivnih in lažno pozitivnih razdelkov (Slika 32), je metoda vseeno primerna za detekcijo 
in kvantifikacijo mutacije, saj s postavitvijo specifičnega praga, ki presega lažno pozitivne 
razdelke, še vedno lahko določimo število kopij CMV z mutacijo L595S. 
Predpisan prag, ki ga lažno pozitivni razdelki ne presegajo, smo določili pri testiranju 
zmožnosti zaznavanja z dPCR. Prag smo določili pri fluorescenci 3300. Zaradi visokega 
praga izgubimo določen odstotek dejansko pozitivnih razdelkov. Posledično je 
učinkovitost metode L595S v primerjavi z referenčno metodo CMV nižja, kot je bila 
tekom optimizacije metode. Da smo lahko preračunali odstotek izgubljenih, dejansko 
pozitivnih razdelkov, smo tekom testiranja zmožnosti zaznavanja z dPCR postavili tudi 
prag (1100 oz. 1700), pri katerem zaznamo vse pozitivne razdelke (Slika 30). Rezultati 
dobljeni z metodo L595S so do 29 % nižji kot rezultati pridobljeni z referenčno metodo. V 
primerjavi z referenčno metodo CMV je bilo delovanje metode L595S najmanj primerljivo 
v primeru nizkih koncentracij mutacije (Preglednica 22). 
Pri testiranju ponovljivosti metode smo v vseh treh poskusih potrdili, da je metode za 
sledenje mutaciji L595S ponovljiva. Dinamično/delovno območje metode je od okrog 
50 kp/reak. do 16 531 kp/reak.. LOD metode smo določili pri predvidenih 63 kp/reak. oz. 
zaznanih 11 kp/reak. Pri predvidenih 209 kp/reak. in zaznanih 36 kp/reak. smo določili 
LOQ metode saj so bile RSD vrednosti vseh treh meritev pod 18 %. Pri nadalnjih analizah 
(robustnost) se je pokazalo, da je LOQ še nekoliko višje, nad 50 kp/reak. 
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Zaradi predpisanega praga smo pri nižjih koncentracijah (od predvidenih 63 kp/reak. in 
126 kp/reak) izgubili do 14 % kopij. Pri LOQ smo zaradi predpisanega praga izgubili od 
4 % do 11 %. Pri višjih testiranih koncentracijah smo v primeru predvidene koncentracije 
2 090 kp/reak izgubili do 6 % kopij, kar je 23 kp/reak. V primeru višjih testiranih 
koncentracij smo zaradi predpisanega praga na 3300 izgubili do 3 % kopij. Potrdili smo, da 
je predpisan prag pri 3300 smiseln. 
Pri testiranju robustnosti metode smo, kot predlagajo Deprez in sod. (2016), preverili vpliv 
majhnih sprememb, kot so koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde, na delovanje 
metode. Da je metoda robustna, mora bi odstopanje meritev spremenjene metode v 
primerjavi z nespremenjeno manjše kot 30 %, znotraj dinamičnega območja, na LOD pa 
morajo biti vse tehnične ponovitve pozitivne. Metoda se je izkazala za robustno tako pri 
LOQ, kot pri LOD. 
Pri testiranju občutljivosti metode za sledenje mutaciji L595S smo preverili, kolikšen 
odstotek mutacije zaznamo v vzorcu, v katerem prevladuje WT. Prvi poskus smo izvedli s 
tremi različnimi koncentracijami molekul gBlock1 in gBlock4, visoki, srednji in nizki, kjer 
je delež mutacije predstavljal 100 %, 5 %, 1 %, 0,5 % in 0,1 %. Deleže mutacije pri 
koncentracijah z visoko in sredno vrednostjo molekul gBlock je bilo težko ovrednotiti. Za 
pripravo takšne mešanice je bilo potrebno dodati zelo velike koncentracije obeh molekul 
gBlock in so bile posledično reakcije preveč nasičene, koncentracije molekul gBlock z 
referenčno metodo CMV nismo mogli natančno izmeriti (Slika 34). V kliničnem primeru 
bi bilo takšne vzorce potrebno redčiti, kar pa je pri nas predstavljala tretja, nizka, testirana 
koncentracija. Zaznan odstotek mutacije smo v naslednjih dveh poskusih merili le pri nizki 
koncentraciji molekul gBlock1 in gBlock4. 
V treh poskusih smo pri enakih vzorcih z razmerjem gBlocka1 in gBlocka4 zaznali 1,83 %, 
1,82 % in 1,38 % mutacije v ozadju WT. Pri vzorcu z nižjo vsebnostjo mutacije v ozadju 
WT so bile izmerjene vrednosti prav tako ponovljive, izmerili smo dvakrat 0,13 % in 
0,15 % mutacije v ozadju WT. Pri testiranju občutljivosti metode L595S smo potrdili njeno 
vmesno natančnost, RSD vrednosti vseh razmerij so bile v treh ponovitvah pod 25 %, celo 
pri zelo nizkem 0,01 % zaznanem deležu mutacije v ozadju WT je vmesna natančnost 
metode 9,2 %. Za razliko od vmesne natančnosti, ki je ustrezna, so bile vrednosti RSD pri 
meritvah mutacije L595S višje od 25 %, ker so bile opravljene v območju pod LOQ. 
Tekom vrednotenja metode L595S smo opazili, da izmerjene koncentracije ne dosegajo 
predvidenih koncentracij tako pri meritvah referenčne metode CMV, kot tudi pri meritvah 
mutacije. Do razlik je najverjetneje prišlo pri pripravi redčin, ki so bile pripravljene 
gravimetrično, le ob začetni karakterizaciji molekul gBlock, naprej pri optimizaciji in 
vrednotenju metode pa so bile volumetrične. Odstopanja so pri vrednotenju metode 
sprejemljiva, ker smo dokazali natančnost, ponovljivost metode, določili mejo detekcije in 
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mejo kvantifikacije metode. Če bi želeli določati vrednosti kontrolnih ali referenčnih 
materialov, pa bi bilo potrebno ugotoviti, zakaj je do odstopanj prišlo in kako jih odpraviti. 
Tekom testiranja in primerjanja delovanja metode za sledenje mutaciji L595S virusa CMV 
smo ugotovili, da je dPCR primerna metoda, s katero lahko zaznavamo SNP, ki povzroči 
odpornost proti protivirusnemu zdravilu. Ugotovili smo, da je dPCR bolj občutljiv kot 
qPCR. Zaznavanje nizkega števila kopij mutacije je v klinični diagnostiki pomembno, saj 
je tako možno hitrejše ukrepanje. Prav tako je med spremljanjem bolezni oz. virusnega 
bremena dobro, da je mogoče zaznati majhne spremembe v koncentraciji virusa in/ali 
mutacije, za sledenje učinkovitosti terapije. Poleg tega je dPCR primerna tudi kot metoda 
za natančnejše in zanesljivejše določanje vrednosti (koncentracije) kontrolnega ali 
referenčnega meteriala. Takšen material bi omogočal bolj primerljivo kvantifikacijo s 
qPCR v različnih laboratorijih. 
Metoda za sledenje L595S niti v primeru uporabe qPCR niti dPCR ne deluje enako 
učinkovito kot referenčna metoda CMV. Uporaba razvite metode za sledenje L595S je 
smiselna, ker so za izvedbo potrebni enaki pogoji kot za referenčno metodo in lahko 
analize izvedemo sočasno. Ob tem je potrebno upoštevati, da rezultati metode L595S v 
primerjavi z rezultati referenčne metode koncentracijo virusne DNA podcenijo za do 29 %. 
Upoštevati je potrebno tudi, da zaradi visokega praga, pri katerem izločimo lažno pozitivne 
razdelke, dobimo od 3 % do 14 % nižji rezultat – koncentracijo virusne DNA. Ob uvedbi 
metode za sledenje mutaciji v diagnostiko bi bilo potrebno uvesti ustrezen korekcijski 
faktor in določiti merilno negotovost. Ker je bila metoda L595S testirana le na sintetizirani 
DNA, bi bilo učinkovitost metode potrebno primerjati s katero od metod, ki se uporabljajo 
za zaznavanje mutacije L595S na kliničnih vzorcih in ne zgolj na sintetizirani DNA.  
V primerjavi z RFLP, ki se prav tako uporablja za zaznavanje in kvantifikacijo mutacij 
CMV virusa je zaznavanje mutacije L595S z dPCR hitrejše in bolj občutljivo. Za zaznavo 
mutacij z RFLP je potrebno, da te predstavljajo vsaj 10 % celotne populacije virusa (Chou 
in sod., 1995) medtem, ko smo pokazali, da z dPCR lahko zaznamo tudi manj kot 1 % 
mutacije v ozadju WT. 
Tako v primeru zaznavanja mutacij s qPCR kot tudi z dPCR smo omejeni na zaznavanje 
zgolj poznanih mutacij, ki jim sledimo. Vse mutacije lahko odkrjemo s sekvenciranjem. S 
Sangerjevo metodo sekvenciranja mutacije lahko zaznamo, ko le-te predstavljajo 10-20 % 
populacije (Volfova in sod., 2014). Z nekaterimi  metodami sekvenciranja naslednje 
generacije se lahko približamo občutljivosti dPCR, vendar je trenutno njihova uporaba v 
rutinski diagnostiki ali za vrednotenje referenčnih materialov omejena zaradi visoke cene, 
prav tako pa je tudi rokovanje z dPCR enostavneje (Volfova in sod., 2014, Tong in sod., 
2017). 
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6 SKLEPI 
Pri primerjavi qPCR in dPCR z ostalimi metodami smo prišli do naslednjih sklepov:  
 Znane mutacije lahko najhitreje (v nekaj urah) zaznamo s qPCR. Tudi z dPCR lahko 
znane mutacije zaznamo v enem dnevu, medtem ko analiza s sekveniranjem poteka 
več dni.  
 
 Z metodo dPCR lahko zaznamo manj kot 1 % mutacije L595S v ozadju divjega tipa. 
Pri primerjavi določanja mutacij s qPCR in z dPCR smo prišli do naslenjih sklepov: 
 Delovanje metode za sledenje L595S in WT je bilo v primeru dPCR manj odvisno od 
kombinacije začetnih oliginukleotidov ali koncentracije začetnih oligonukleotidov in 
sonde, kot v primeru qPCR. 
 
 Pri dPCR spreminjanje koncentracije začetnih oligonukleotidov in sonde ni vplivalo 
na kvantifikacijo mutacije L595S, vplivalo pa je na jakost fluorescence pozitivnih 
(vsebujejo tarčo) in negativnih razdelkov (ne vsebujejo tarče).  
 
 Različne temperature naleganja začetnih oligonukleotidov pri dPCR imajo vpliv na 
jakost fluorescence pozitivnih razdelkov. S tdPCR smo dosegli boljšo ločitev med 
pozitivnimi in negativnimi razdelki. 
 
 S qPCR nismo zaznali navzkrižnega naleganja sonde za L595S na WT, medtem ko 
smo z dPCR opazili lažno pozitivne razdelke, ki so posledica navzkrižnega naleganja. 
dPCR se je izkazala za bolj občutljivo kot qPCR. 
 dPCR je bolj primerna za vrednotenje delovanja metode kot qPCR. 
 
Pri vrednotenju metode za zaznavanje mutacije L595S z dPCR smo prišli do naslednjih 
sklepov: 
 Zaradi lažno pozitivnih razdelkov (ne vsebujejo tarče) smo za razlikovanje negativnih 
in pozitivnih razdelkov določili predpisan prag fluorescence (3300). Pri tem pragu 
izločimo lažno pozitivne razdelke vendar s tem podcenimo rezultat meritve mutacije 
L595S za od 3 % do 14 %. 
 
 Metoda za sledenje mutaciji L595S je natančna, robustna, občutljiva in vmesno 
natančna. 
 
 Dinamično/delovno območje metode je od okrog 50 kp/reak. do vsaj 16 531 kp/reak.. 
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7 POVZETEK 
Okužbe ali reaktivacije humanega virusa citomegalije (CMV) pri imunsko oslabelih 
gostiteljih vodijo v njihovo obolevnost ali celo smrt. Zdravljenje poteka s protivirusnimi 
zdravili, med katerimi je najpogosteje v uporabi ganciklovir. V 90 % primerov pojava 
odpornosti proti protivirusnemu zdravilu ganciklovir so za odpornost odgovorne mutacije 
gena U97. Mutacija L595S je polimorfizem posameznega nukleotida (SNP), ki nastane na 
kodonu 595 gena UL97, je ena izmed pogostejših mutacij (20-24 %). Točna, natančna in hitra 
kvantifikacija nukleinskih kislin je bistvena tako za diagnostične analize viremije virusa CMV 
kot tudi za zaznavanje mutacij. Za zaznavo mutacij virusa CMV so v diagnostiki najpogosteje 
v uporabi genotipske metode: polimorfizem dolžin restrikcijskih fragmentov (RFLP), DNA 
sekveniranje in kvantitativni PCR (qPCR). V primerjavi z RFLP in sekvenciranjem po 
Sangerju, digitalna PCR (dPCR) omogoča hitrejše zaznavanje mutacij. V primerjavi s qPCR 
dPCR omogoča absolutne, bolj natančne in ponovljive rezultate, saj ni odvisna od 
kalibracijskih krivulj ter je manj občutljiva na inhibitorje PCR. V okviru projekta 
AntiMicroResist smo razvili metodo, ki bi v diagnostiki lahko omogočila boljšo zaznavanje in 
nadzor nad omenjeno mutacijo. Testiranje metod za zaznavanje mutacije L595S in divjega 
tipa CMV (WT) smo izvedli na sintetični DNA, molekulah gBlock1 in gBlock4, molekula 
gBlock1 je enak hibrid dela zaporedja gena UL97 in nosi točkovno mutacijo, L595S in dela 
zaporedja gena UL54, ki služi kot tarča za referenčno metodo. Molekula gBlock4 je enak 
hibrid, vendar brez mutacije L595S (WT). Med razvojem metode za sledenje L595S in WT 
smo njuno delovanje primerjali z ovrednoteno referenčno metodo, ki sledi zaporedju na genu 
UL54. Koncentracije zaznane z referenčno metodo smo primerjali s koncentracijami, ki jih je 
zaznala izbrana metoda za sledenje mutaciji ali WT. Tekom razvoja metode smo na qPCR in 
dPCR testirali delovanje obeh metod v primeru uporabe različnih kombinacij začetnih 
oligonukleotidov. Za optimizacijo smo testirali delovanje metod v primeru uporabe različnih 
koncentracij začetnih oligonukleotidov in sonde, prav tako smo preverili vpliv različnih 
temperatur naleganja začetnih oligonukleotidov. Ugotovili smo, da je dPCR manj občutljiva 
na različne variacije metode kot qPCR. Na podlagi primerjave z referenčno metodo smo 
izbrali najboljšo kombinacijo in koncentracijo oligonukleotidov - metodo za zaznavanje 
L595S oz. WT. Metoda za zaznavanje WT ni delovala dovolj učinkovito zato je nismo 
vrednotili. Za ovrednotenje metode L595S smo testirali posamezne parametre in potrdili, da 
ima dPCR potencial za kvantifikacijo mutacij CMV. Delovno območje metode je ustrezno, 
omogoča zaznavanje in kvantifikacijo majhnih koncentracij (manj kot 1 %) mutacije L595S v 
ozadju divjega tipa. Prav tako smo dokazali njeno ponovljivost in vmesno natančnost ter 
robustnost. Metoda za sledenje L595S ni specifična, sonda za L595S nalega tudi na WT, 
vendar z manjšo učinkovitostjo (manjša jakost fluorescence), posledično smo pri vrednotenju 
metode določili predpisani prag, nad katerim zaznamo samo dejansko pozitivne rezultate. 
Zaradi visokega praga, ki se nahaja nad lažno pozitivnimi rezultati, moramo pri uporabi 
metode upoštevati, da izgubimo del dejansko pozitivnih rezultatov (do 14 %). Metodo za 
zaznavanje L595S bi bilo potrebno preveriti še v medlaboratorijski primerjavi in na kliničnih 
vzorcih. 
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